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OBJETIVOS

Objetivo General

Preparar membranas fibrosas de Acetato de Celulosa (AC) y Poli (vinil pirrolidona) (PVP)
con (-) epicatequina (Epic) embebida en la fibra utilizando la técnica de electrohilado coaxial

para su uso potencial en tejido cardiaco.

Objetivos particulares

e Obtener valores Optimos para cada variable del proceso de electrohilado en la
preparacion de membranas fibrosas de AC / PVP + Epic/ AC.

¢ Realizar la caracterizacion morfolégica de las membranas fibrosas antes y después
de la liberacién de Epic asi como su caracterizacidon mecanica.

e Determinar la capacidad de liberacion de Epic a pH neutro, utilizando agua como
medio de liberacion.
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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de morbilidad y mortalidad
qgue afecta a un gran numero de paises, diversas investigaciones han dado a conocer que el
consumo rico en flavonoides como lo es la Epic, tiene efectos directos sobre el miocardio al
mantener o restablecer la produccion de 6xido nitrico vascular y tener efectos antioxidantes.
Muchas estrategias para reparar y regenerar el miocardio lesionado por medio de la
utilizacién de biomateriales estan bajo investigacién activa, sin embargo, aunque muchos
tipos de aplicaciones han sido desarrolladas, relativamente pocas se han utilizado para
modificar el ambiente hostil del miocardio infartado, por otra parte, se ha desarrollado la
preparacion de fibras a nanoescala por medio del método de electrohilado en donde es
aplicado un campo eléctrico alto en una o varias soluciones poliméricas. El objetivo de este
trabajo fue preparar membranas fibrosas de AC y PVP con Epic embebida en la fibra
utilizando la técnica de electrohilado coaxial para su uso potencial en tejido cardiaco. Se
encontraron las condiciones Optimas para su preparacion y los resultados arrojaron que el
flavonoide expuesto a un medio acuoso con pH neutro presenta una liberacion muy buena
del 80.74%, la caracterizacién morfoldgica confirma la estructura ndcleo coraza que adopté
la fibra generada, ademas, el andlisis de tensién dio a conocer que la incorporacion de Epic
no tiene gran efecto en las propiedades mecanicas de las membranas. Lo anteriormente
descrito hace factible la utilizacion de las membranas fibrosas en el area biomédica ya que
se puede inferir que la administracién terapéutica de Epic podria ser efectiva para una
persona con dafio al miocardio, debido a las grandes propiedades benéficas que el

flavonoide representa en el tejido cardiaco.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de morbilidad y mortalidad
que afecta a un gran nimero de paises. La presencia de este tipo de enfermedades deja
importantes costos directos e indirectos sobre la atencibn a la salud por medio de
hospitalizaciones, medicamentos y servicios generales en su tratamiento. La incidencia de
estos padecimientos va en aumento afio con afio por lo que es de vital importancia
identificar los posibles agentes terapéuticos que ayuden a prevenir o tratar de manera
adecuada estas afecciones. El infarto al miocardio, que es la condicién aguda de necrosis
en el corazon, esté fuertemente relacionado con la disfuncién de las células endoteliales que
a su vez provocan trastornos de obesidad, diabetes y cambios hormonales. Se sabe que el
endotelio vascular se encarga de mediar varias funciones fisiol6gicas, tales como
respuestas a angiogénesis, remodelacion vascular, inflamacién y coagulacion. Su actividad
esta mediada por la presencia de 6xido nitrico que se produce principalmente por 6xido
nitrico sintasa endotelial. Varias investigaciones han dado a conocer que el consumo rico en
flavonoides como lo es la Epic, tiene efectos directos sobre el miocardio al mantener o
restablecer la produccion de éxido nitrico vascular y tener efectos antioxidantes, barriendo
con ello radicales libres, que son los que finalmente producen padecimientos degenerativos
(Ramirez y col., 2010).

Un estudio realizado por (Stanely, 2011) comprob6 que el uso de Epic se asocia con
un riesgo reducido de enfermedades cardiovasculares. La investigacion tuvo como objetivo
evaluar los efectos preventivos de este flavonoide sobre el estrés oxidativo inducido por
isoproterenol en ratas infartadas de entre 180 y 200 gramos de peso, revelando que la
administracién oral (por medio de sonda intragastrica) de 20 mg de Epic por kg de peso
durante 21 dias disminuye la magnitud del dafio tisular en el miocardio, minimizando la fuga
de creatina quinasa MB, troponina-T y las isoenzimas de lactato deshidrogenasa,
manteniendo la estructura y arquitectura de las células cardiacas mediante la disminucién
del dafio en el tejido y fortalecimiento de membrana miocardica. Si estos efectos
beneficiosos pueden ser reproducidos en los seres humanos, estos hallazgos pueden
representar una terapia profilactica para el miocardio isquémico; para ello, muchas
estrategias para reparar y regenerar el miocardio lesionado por medio de la utilizacion de
biomateriales estdn bajo investigacién activa, el éxito de estas estrategias radica en
controlar el microambiente del mismo, este control puede ser disefiado a través de
biomateriales que proporcionan adhesién cuantitativa, crecimiento, o sefales de
migracion. Aunque muchos tipos de aplicaciones han sido desarrolladas, relativamente
pocas se han utilizado para modificar el ambiente hostil del miocardio infartado (Stanley,
2011; Davis y col., 2005).
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Investigaciones en la ciencia de polimeros han desarrollo, por medio del método de
electrohilado, la preparacién de fibras a nanoescala generadas por la aplicaciéon de un
campo eléctrico alto en una o varias soluciones poliméricas, sin embargo, existen diversas
variables (en la solucién y el proceso) que afectan significativamente la morfologia de las
fibras, por lo que es de suma importancia hacer una busqueda correcta de los parametros
gue mejor se adectan en la formacién de las membranas. La técnica ha evidenciado cada
vez mas interés debido a su versatilidad y posibilidad de aplicacion en diversos campos
especialmente biomédicos, las membranas de nanofibras producidas por esta técnica son
utilizadas, por ejemplo, en sistemas de liberaciéon de farmacos, mismos que tienen como
finalidad mantener una concentracion determinada de éste en sangre o en los tejidos diana
durante un periodo de tiempo. Las membranas utilizadas en la liberacion de farmaco pueden
ser introducidos en el organismo a través de varias vias anatomicas, dependiendo de la
condicibn y las necesidades terapéuticas del paciente. La eleccion de la via de
administracion esta relacionada directamente con la eficiencia y velocidad con la que actia
el farmaco, la aplicacion de éste depende de varios factores, por ejemplo, las propiedades
particulares del farmaco, la enfermedad a tratar y la duracion del efecto terapéutico. Los
medicamentos se pueden aplicar ya sea por via sistémica o directamente al 6rgano o tejido
que es el que se propone en este trabajo. Las rutas anatomicas para la administracion de
farmacos, se pueden dividir en sistemas gastrointestinales: oral y rectal; via parenteral:
inyeccion subcutdnea, intramuscular, intravenosa o intra arterial; via transmucosa,
transnasal, inhalacion pulmonar, transdérmica e intraésea, por mencionar algunas (Bhardwaj
y Kundu, 2010; Ferreiray col., 2012; Coelho y col., 2010).

A lo largo de las ultimas dos décadas se ha progresado en la obtencion de nuevos
enfoques y estrategias para controlar varios parametros considerados esenciales en mejorar
el rendimiento del tratamiento. Dentro de este progreso, los polimeros biodegradables son
los materiales mas atractivos para su aplicacion en sistemas de liberacién, ya que pueden
ser desintegrados y eliminados facilmente del cuerpo sin manipulacién adicional. Ademas de
la biodegradabilidad, las membranas requieren ciertas caracteristicas ideales para su uso,
como lo son: compatibilidad con tejidos, sangre u otros fluidos bioldgicos que estén en
contacto con ella, alta flexibilidad, alta porosidad y permeabilidad adecuada, buenas
propiedades mecanicas, entre otras (Coelho y col., 2010; Shaikh y col., 2010).

Las membranas fibrosas dirigidas para la liberacion de farmacos cuentan con una
dinamica de liberacion, esta difusion sucede ya sea perpendicularmente a través de la
membrana polimérica, o por los extremos de la misma. Los avances cientificos se han
centrado en el desarrollo y disefio de nuevos materiales poliméricos capaces de incorporar
farmacos o antibioticos, que puedan ser eficientemente administrados, dando lugar a nuevos

sistemas terapéuticos y terapias personalizadas que propicien una mejora en la calidad de
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vida de los pacientes, de acuerdo a las necesidades particulares de cada uno. Es por eso,
que el empleo de membranas fibrosas con Epic incorporada, podria ser en un futuro un

tratamiento alternativo para personas con ECV (Coelho y col., 2010; Shaikh y col., 2010;
Davis y col., 2005).
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ANTECEDENTES

Electrohilado

El término electrohilado deriva de “hilado electrostatico”, es un proceso que a través de un
chorro eléctricamente cargado de solucion polimérica es capaz de crear fibras muy
pequefias, cuyo diametro varia de varios nhanémetros a unos cuantos micrometros. Es un
proceso muy sencillo y versétil que se puede utilizar para hilar cualquier polimero que sea
soluble en un disolvente volatil y es capaz de crear pequefias fibras con una amplia variedad
de formas y tamafios, cuyas propiedades tienen aplicacion en diferentes areas biomédicas e
industriales (Bhardwaj y Kundu, 2010; Garg y Bowlin, 2011).

Esta técnica se ha utilizado ampliamente en los Ultimos afios, sin embargo, su origen
se remonta a mas de 10 décadas, ya que fue observado por primera vez en 1897. En el afio
de 1914 Zeleny fue quien se encarg6 de estudiar por primera vez la técnica de electrohilado,
siendo patentada varias veces por Antonin Formhals entre 1934 y 1944 describiendo el
montaje experimental para la produccion de fibras textiles. Los estudios del proceso fueron
aumentando afio con afio, pero no fue sino hasta 1969 en que Taylor sent6 las bases del
proceso estudiando el chorro producido a partir de la gotita de solucién polimérica (cono de
Taylor) originada durante el proceso. A partir de todas las aportaciones descritas
anteriormente una de las contribuciones mas importantes para el proceso fue otorgada por
Hayati y colaboradores en el afio de 1987, estudiando los factores que afectan la estabilidad
del chorro y el proceso. Con base en lo anterior a partir de 1990 hasta nuestros dias se ha
desarrollado e incluso modificado la técnica de electrohilado y ha crecido el interés por la
fabricacion de membranas poliméricas enfocadas a diferentes areas, especialmente
biomédicas (Bhardwaj y Kundu, 2010; Garg y Bowlin, 2011).

Se han electrohilado un gran nimero de materiales distintos cuyo nimero va en
ascenso afio con afio, Actualmente se han generado exitosamente, membranas fibrosas con
mas de 200 tipos de polimeros, la mayoria de ellas dirigidas principalmente hacia la
aplicacion biomédica, los materiales utilizados cuentan con diversas caracteristicas como lo
son principalmente la biocompatibilidad y biodegradabilidad, las membranas fibrosas son
formadas tanto por polimeros sintéticos como naturales, o bien una mezcla de ambos, esta
seleccibn se hace con base en la estructura final que se desea que adopte o la
funcionalidad que se quiera manejar. En la Tabla 1 se muestra un pequefio resumen de
algunos de los materiales que han sido electrohilados asi como su aplicaciéon en el area

biomédica para las que fueron preparadas estas membranas (Bhardwaj y Kundu, 2010).
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Tabla 1. Materiales electrohilados y su aplicacion biomédica.

Material electrohilado

Aplicacion Biomédica

Referencia

Poli (acido lactico) (PLA)
Poliuretano (PU)
Poliestireno

PVP/PLLA

Acido Hialurénico

Coladgeno y Fibroina de Seda
Poli (vinil alcohol)

Acetato de Celulosa

Liberacion de Farmaco
Cicatrizacion de Heridas
Ingenieria de Tejido
Ingenieria de Tejido
Liberacion de Farmaco
Implantes Médicos
Ingenieria de Tejido
Vendaje para Heridas
Liberacion de Farmaco

(Agarwal y col., 2008)
(Bhardwaj y Kundu, 2010)
(Bhardwaj y Kundu, 2010)
(Xuy col., 2011);

(Wang y col., 2010)
(Bhardwaj y Kundu, 2010)
(Zhou y col., 2010)
(Bhardwaj y Kundu, 2010)

(Agarwal y col., 2008)
(Bhardwaj y Kundu, 2010)
(Garg y Bowlin, 2011)
(Bhardwaj y Kundu, 2010)

Fibrinégeno Cicatrizacion de Heridas

Polietilenovinilacetato (PEVA)  Liberacién de Farmaco
Quitosano Liberacion de Farmaco

Cicatrizacion de Heridas
Poli (¢ caprolactona) (PCL)

Ingenieria de Tejido (Bhardwaj y Kundu, 2010)

Proceso de Electrohilado

El sistema de electrohilado consta de tres componentes principales: una fuente de alto
voltaje, una jeringa con una solucién polimérica y una placa metdalica como colector (Figura
1). En un proceso tipico de electrohilado se inyecta a la solucién polimérica una carga
eléctrica de cierta polaridad para ser acelerada por medio de una bomba inyectora hacia un
colector conectado a tierra de polaridad opuesta, posteriormente se forma una gota de
solucion altamente electrificada en la punta de la aguja, creando lo que se conoce como
“cono de Taylor” debido a la repulsion de fuerzas electrostéticas creadas entre las cargas
superficiales de los polimeros, asi como por la atraccion que se genera con la carga de la
placa colectora. Al momento en que el campo eléctrico aplicado alcanza un valor critico, las
fuerzas eléctrostaticas de repulsion superan el umbral de la tension superficial en la solucion
polimérica, ésta es expulsada desde la punta del cono de Taylor hacia la placa colectora, el
chorro cargado solidifica al evaporarse el disolvente que lo acompafia formando finalmente
la membrana fibrosa (Bhardwaj y Kundu, 2010; Charernsriwilaiwat y col., 2010; Li y col.,
2006).

Como se ha mencionado anteriormente, el método de electrohilado es un proceso
por el cual podemos obtener membranas fibrosas de diametro muy pequefio, sin embargo,

puede ser modificado para combinar diversos polimeros obteniendo diferentes estructuras

17



morfolégicas en la fibra. La técnica se clasifica en 3 distintos arreglos segun el acomodo de
las agujas: sencillo, lado a lado y coaxial. Para definir cual configuracién utilizar es necesario
conocer las propiedades de el o los polimeros que se pretenden usar asi como la aplicacién
en la que se desean emplear (Agarwal y col., 2008).

Conode ®
Taylor

Solucién
Polimérica

Fuente de
alto voltaje

inyectora

Figura 1. Esquema del proceso basico de electrohilado.

Fuente: Adaptado de N4jera, 2010.

Tipos de Arreglo

Acomodo sencillo y lado a lado. Dentro del método de electrohilado el arreglo
sencillo es el mas basico, ya que en él se emplea una sola jeringa con solucién polimérica
(Figura 2). Su uso es destinado principalmente para la formacién de fibras compuestas de
una sola solucion polimérica o bien mezcla de ellas. Sin embargo, si se elige trabajar con
dos o0 mas polimeros estos deben tener la capacidad de formar una mezcla homogénea con
el disolvente, ademas de presentar propiedades miscibles entre las mismas (Gupta y Wilkes,
2003).

Cuando estas cualidades son dificles de lograr se pueden electrohilar
simultdneamente dos polimeros utilizando una configuracion lado a lado en el acomodo de
las agujas, cada jeringa tendra una solucién con caracteristicas propias sin estar en contacto
entre si hasta que el proceso de hilatura empieza, formando finalmente la fibra. Estas
caracteristicas ofrecen varias ventajas ya que se pueden obtener membranas en la que
cada solucion aporte condiciones quimicas o fisicas particulares proporcionando mayor

ventaja en las aplicaciones deseadas ( Figura 3) (Gupta y Wilkes, 2003).
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Figura 2. Representacion esquematica de la configuracion de electrohilado sencillo.
Fuente: Adaptada de Still y col., 2008.
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Figura 3. Representacion esquematica de la configuracion de electrohilado lado a lado.

Fuente: Adaptada de Still y col., 2008.
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Configuracion coaxial. El arreglo coaxial es utilizado para generar membranas
fibrosas de dos componentes diferentes simultdneamente, concentrados en una estructura
nucleo coraza. En general, se utilizan dos soluciones poliméricas con el fin de establecer
una de ellas en el centro de la fibra como la parte nuclear y la otra en la parte superficial
representando la coraza. Para obtener este tipo de configuracion se utilizan dos boquillas
alineadas concéntricamente, a las cuales se les aplica el mismo voltaje formando un chorro
eléctricamente cargado que finalmente crea una fibra con la conformaciéon deseada. (Figura
4) (Zhang y col., 2010; Garg y Bowlin, 2011).

La configuracién nucleo coraza es utilizada en diferentes aplicaciones biomédicas,
principalmente en la liberacion de farmacos, es capaz de incorporar diferentes tipos de
biomateriales de una manera sostenida ya que permite encapsular el farmaco
proporcionando con ello una estabilidad mas completa ademas de un mayor control en la
cinética de liberacion en comparacién con las fibras obtenidas con otros tipos de

microarreglos (Charkraborty y col., 2009).

+ Capilares
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Figura 4. Representacion esquematica de la configuracion de electrohilado coaxial.
Fuente: Adaptada de Still y col., 2008.
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Pardmetros que Intervienen en el Proceso

A pesar de la aparente sencillez del método de electrohilado, el proceso es bastante
complicado, ya que este se rige por diferentes parametros que influyen en las propiedades
de las membranas fibrosas generadas. Estos parametros pueden clasificarse ampliamente
en tres grupos: caracteristicas de la solucion, condiciones ambientales y variables del
proceso. Cada uno de ellos puede afectar la conformacion final de las membranas creadas,
es por eso que la correcta manipulacion de las variables puede significar obtener o no fibras
poliméricas con morfologia adecuada (De Vrieze y col., 2008; Bhardwaj y Kundu, 2010).

Caracteristicas de la solucion. Las caracteristicas de la solucion son condiciones
que intervienen de manera significativa en la formaciéon de las membranas poliméricas,
algunas de ellas se encuentran muy relacionadas entre si estando una en funcion de la otra.
Estas variables se pueden clasificar en concentracién, viscosidad, peso molecular, tensién
superficial y conductividad. Dentro de ellas una de las mas significativas en este parametro
es la concentracion, ya que de esta depende fuertemente la viscosidad final de la solucién
preparada, si la concentracién de la solucion es muy alta, entonces la viscosidad también lo
estara, dificultando con esto la eyeccion estable del chorro al no poderse controlar el flujo de
la solucion, por otro lado, si la concentracion es muy baja se pierde la continuidad de la fibra
y hay apariciébn de gotas o perlas de solucién en la membrana final (Yu y col., 2011;
Bhardwaj y Kundu, 2010).

Condiciones ambientales. Las condiciones ambientales como la humedad y la
temperatura juegan un papel importante en el proceso de electrohilado, estudios realizados
han determinado que con una humedad relativa mayor a 60% es imposible electrohilar una
solucién polimérica. El motivo principal, es que al aumentar la humedad, hay mayor presién
parcial de agua en el ambiente, lo que puede favorecer que ciertas soluciones poliméricas
absorban agua durante el proceso y se interrumpa el secado normal del disolvente durante
la marcha del chorro de solucién hacia el colector. Por otro lado, al aumentar la
temperatura, se disminuye la tension superficial y la viscosidad de la solucién polimérica,
provocando una mayor movilidad de las cadenas entrelazadas del polimero, por lo tanto
gracias a la fuerza eléctrica aplicada, se aumenta el estiramiento del chorro, generando

fibras de diametro méas pequefio (De Vrieze y col., 2008; Charkraborty y col., 2009).

21



Variables del proceso. Una caracteristica muy ventajosa del método de
electrohilado es que tiene la capacidad de adecuar las variables del proceso como la
intensidad del campo eléctrico, la velocidad de flujo de la solucién y la distancia entre la
punta de la aguja y el colector para producir fibras con caracteristicas deseadas. Estos tres
parametros tienen influencia en cuanto al diametro, la morfologia, y la presencia de perlas
en las fibras, este dltimo, es un problema comun durante el proceso, si no son buscadas
correctamente las condiciones Optimas (Tabla 2) (Agarwal y col., 2008).

Para el voltaje aplicado, existe controversia en cuanto a las diferencias morfolégicas
gue representa su variacion en las fibras poliméricas, para unos autores, al aumentar la
intensidad del campo eléctrico, hay mayor probabilidad de que se produzcan perlas en la
membrana, ademas de un aumento del diametro de la fibra por presentar una mayor
eyeccién del chorro de solucion, por otra parte, otros autores han informado que al iniciar el
proceso, si se aumenta la intensidad del campo eléctrico, aumentan también las fuerzas de
repulsién en el chorro de solucién, lo que provoca la disminucién del diametro de la fibra.
Por lo tanto, el voltaje o la intensidad de campo eléctrico aplicado, tiene influencia en el
diametro de la fibra, pero el nivel de significancia varia dependiendo de la concentracion de
la solucion polimérica y de la distancia entre la punta de la aguja y el colector (Bhardwaj y
Kundu, 2010).

Al aumentar la distancia de separacion que hay entre la aguja y el colector el
diametro de la fibra disminuye, sin embargo, una distancia de separacion mayor a 20 cm,
puede significar pérdida, mientras que una distancia muy corta puede provocar la formacion
de perlas debido a residuos de disolvente durante la coleccién de la fibra. Es por eso que se
debe de utilizar una distancia media para que el disolvente de la solucion tenga el tiempo
suficiente para evaporarse durante la marcha hacia el colector (Charkraborty y col., 2009).

La velocidad de flujo de la solucion se controla desde la bomba inyectora y tiene una
influencia directa en el diametro de las fibras. Se ha observado que al aumentar la velocidad
de flujo, aumenta el diametro de la fibra y se pueden producir perlas, debido al ineficiente
tiempo de evaporacién del disolvente, durante el vuelo de la fibra. Una velocidad de flujo
inferior es generalmente el mas adecuado para que el disolvente tenga el suficiente tiempo
de evaporacion (Bhardwaj y Kundu, 2010).

La Tabla 2 muestra cada una de las variables del proceso y su efecto en la
morfologia de las membranas fibrosas generadas segun la condiciébn que va adaptando

cada parametro.
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Tabla 2. Resumen de los efectos en la morfologia de la fibra segun las variables del

proceso.

Variable del proceso Efecto en la morfologia

Voltaje aplicado Disminuye el diametro de la fibra con un
incremento del voltaje aplicado.

Distancia entre la aguja y el colector Generacion de perlas con distancias muy
bajas y pérdida solucion con distancias muy
grandes, es necesario una distancia media
para fibras uniformes.

Flujo de la solucion Con una baja velocidad de flujo disminuye el

diametro de la fibra, con una velocidad de
flujo muy alta se generan perlas.

Fuente: Bhardwaj y Kundu, 2010.

Aplicaciones

La estructura de las membranas fibrosas cuenta con varias ventajas de las cuales se puede
hacer uso en diversas aplicaciones, especialmente en el area biomédica. La formacién de
fibras con didmetros pequefios, buenas propiedades mecanicas, una gran area de superficie
respecto al volumen y porosidad de la membrana son algunos ejemplos de las propiedades
benéficas que brinda. Se han utilizado diferentes membranas en varias areas de aplicacién
tales como, ingenieria de tejidos, injertos vasculares, apésitos para heridas, biosensores,
ropa de proteccion y suministro de farmacos, solo por mencionar algunos, sin embargo, es
importante que al momento de pensar en una aplicacion biomédica con membranas
fibrosas, el material a utilizar cuente con caracteristicas biodegradables, biocompatibles y de

baja toxicidad para un potencial tratamiento terapéutico exitoso (Agarwal y col., 2008).

Ingenieria de tejidos. Esta aplicacién biomédica hace uso de una combinacién de
areas tanto de ingenieria como de ciencias naturales con el fin de brindar fibras capaces de
proporcionar soporte a las células como apoyo para regenerar una nueva matriz extracelular
que ha sido dafada por diversos factores, ya sean fisicos o biolégicos. Esta aplicacién de
membranas fibrosas representa un reto bastante fuerte ya que es un campo activo y en
evolucion de la investigacion cientifica, es una herramienta importante en la medicina
regenerativa y requiere ser un material altamente afin al cuerpo para poder imitar la matriz
extracelular adecuadamente sin presentar reacciones adversas o estimulos inmunolégicos
indeseados (Agarwal y col., 2008; Shaikh y col., 2010).
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Apoésitos para heridas. Para el uso de estas fibras se han buscado condiciones que
proporcionen estabilidad hemostética y bactericida en la herida con el fin de proporcionar un
microambiente que propicie su adecuada recuperacion, aunque su uso hasta hoy es
relativamente bajo, recientes investigaciones han reportado buenos resultados terapéuticos
(Agarwal y col., 2008).

Suministros de farmaco. La simplicidad del método de electrohilado brinda la
capacidad de incorporar un gran namero de sustancias terapéuticas en las fibras poliméricas
preparadas, esta caracteristica es de gran impacto en el 4rea médica ya que se crean
sistemas de administracion de farmacos que pueden adecuarse a las diferentes
problematicas de salud. La estructura nucleo coraza que adopta la membrana fibrosa por el
método de electrohilado coaxial es ideal para este tipo de aplicaciones biomédicas, ya que
mediante esta se pueden encapsular aditivos bioactivos en la parte central de la fibra. Esta
caracteristica es muy importante ya que ofrece varias ventajas, por ejemplo, proporcionar
estabilidad y proteccion temporal al farmaco por la coraza que lo envuelve, asi como
también otorgar un mayor control sobre la liberacién del mismo. Ademés de lo anteriormente
mencionado, una permeabilidad controlada y buenas propiedades de liberacién son dos
caracteristicas fundamentales para que el aditivo funcione eficientemente (Wang y col.,
2012; Zhang y col., 2010; Shaikh y col., 2010).

Polimeros

Poli (vinil pirrolidona)

El compuesto Poli (vinil pirrolidona) también conocido como povidona o PVP, es un polimero
vinilico que se obtiene a partir de la reaccion del mondémero N-vinil-pirrolidona o N-
pirrolidona, con acetileno. Este polimero es soluble en la mayoria de los disolventes
convencionales polares y no polares, sin embargo, a altas temperaturas y combinado con
sustancias fuertemente alcalinas como lo son el carbonato de litio o hidréxido de sodio,
puede convertirse en insoluble (Figura 5) (Yuy col., 2011).

Ademas de su alta solubilidad en distintas polaridades, este polimero cuenta con
varias propiedades como no representar ningun tipo de toxicidad, ser fisiol6gicamente
compatible y contar con gran estabilidad quimica al resistir altas temperaturas, ser no iénico
y permanecer quimicamente inerte. Todas estas caracteristicas lo han convertido en uno de
los principales compuestos poliméricos utilizados desde hace muchos afios en aplicaciones

destinadas a diferentes areas como la medicina y la farmacéutica al no representar ningun
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tipo de peligro su utilizacion. Por ejemplo, en 1939 durante la segunda guerra mundial, se
utiliz6 PVP como diluyente de plasma sanguineo tratando con este recurso a un gran
namero de heridos, actualmente se ha utilizado en preparaciones oftalmicas, elaboracion de
peliculas, soluciones de limpieza y junto con el yodo en preparaciones desinfectantes y
antisépticas (Yu y col., 2011).

Figura 5. Estructura del Poli (vinil pirrolidona).

Acetato de Celulosa

La celulosa es el polimero natural mas abundante sobre la tierra, es el principal componente
de la pared celular de arboles y plantas, se encuentra también en madera, algodén, paja de
cereales, semillas y frutos. Actlla como elemento estructural de diversos productos, se ha
utiizado ampliamente en la fabricacibn de nanofibras gracias a sus propiedades
biodegradables, biocompatibles, resistencia a la tensiébn y a su alta capacidad de ser
modificada quimicamente (Porras y col., 2012; Herrera y col., 2012).

El AC tiene aproximadamente 2.4 de los 3 grupos hidroxilo por unidad de
anhidroglucosa sustituido con un grupo acetil (Figura 6). EI AC comercial es insoluble en
agua y es producido mediante la 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 la celulosa (Wheatley, 2007).
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Figura 6. Estructura del Acetato de Celulosa.

(-) Epicatequina

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica
de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas y
forman parte importante de frutas, vegetales y bebidas derivadas de plantas. La Epic de
formula Ci1sH1406 forma parte de un grupo de polifenoles llamado flavonoides, todos los
compuestos que desprenden de este apartado (aproximadamente 5000) comparten ciertas
particularidades en su estructura quimica, ya que cuentan con 2 anillos arométicos y un
heterociclo oxigenado central (Figura 7) (Gutiérrez, 2002).

El chocolate negro proveniente del cacao es la principal fuente de flavonoides,
especialmente catequina y Epic, es rico en procianidinas que es un polimero formado por la
unién de dos a diez monémeros de Epic debido a la accién de la enzima polifenol oxidasa
durante su procesamiento; la forma polimérica mas abundante es la formada por la unién de
dos a seis mondmeros de Epic mientras que la forma mas activa es la que se encuentra
constituida por dos a cinco unidades de la misma (Gutiérrez, 2002).

La estructura quimica de la Epic le confiere propiedades importantes que benefician
a la salud. Sus sustituyentes hidroxi tienen la capacidad de donar electrones e hidrégenos
otorgando efectos antioxidantes, previniendo con ello enfermedades cardiovasculares,
cancer y en general procesos degenerativos. Aunque adn no se sabe especificamente
cuales son los mecanismos por los que actia este compuesto se han propuesto varias
hipétesis, se piensa que tiene propiedades antiinflamatorias, eleva los niveles plasméaticos
de 6xido nitrico que actia como vasodilatador disminuyendo la presion sanguinea y bajando
los niveles de presion arterial, ademas disminuye la agregacion y adhesion plaquetaria asi
como la migracién y agregacion leucocitaria. Diversas investigaciones demuestran que un

consumo recurrente de alimentos ricos en Epic especialmente los derivados del cacao,
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tienen efectos benéficos en la salud y previene enfermedades como la aterosclerosis
disminuyendo el riesgo de sufrir padecimientos cardiovasculares (Valverde, 2007; Corti y
col., 2009).

OH

HO O oW

OH

Figura 7. Estructura de la Epicatequina.

Técnicas de Caracterizacion

Propiedades Mecéanicas

Las propiedades mecanicas de los materiales dependen de su composicion y
microestructura. Para la obtencién de estas propiedades, es necesario hacer un ensayo de
traccion técnico, mismo que es determinado por medio de experimentos efectuados sobre
pequefias probetas en laboratorios equipados con maquinas de prueba capaces de cargar
en tension o compresion (Popov, 2000; Askeland y Phulé, 2004).

Resistencia. Se define como la naturaleza de las fuerzas que se generan dentro de
un cuerpo para equilibrar el efecto de las fuerzas aplicadas externamente. La resistencia a la
tension o resistencia, se demuestra graficamente como el resultado del esfuerzo maximo en
la curva esfuerzo-deformacion ingenieril. En muchos materiales ddctiles, la deformacién no
permanece uniforme, en algun punto una regién se deforma mas que otras y se presenta
una reduccion local grande de la seccion transversal en dicho punto. La resistencia a la
tension es el esfuerzo en el cual comienza la estriccion en los materiales ductiles (Popov,
2000; Askeland y Phulé, 2004).

Médulo de Young. Es una medida de la rigidez del material bajo una carga

impuesta, se obtiene calculando los valores experimentales del esfuerzo normal en un
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elemento y la deformacion correspondiente al mismo, estos valores se encuentran
esencialmente sobre una linea recta, lo que significa que, la relacién entre el esfuerzo y la
deformacién puede considerarse lineal para todos los materiales, esta generalizacion es
conocida como Ley de Hooke, que nos dice que el esfuerzo es directamente proporcional a
la deformacion, donde la constante de proporcionalidad es E, conocida como modulo
elastico, médulo de elasticidad o mddulo de Young. Gréaficamente E es determinada por la
pendiente de la porcién recta de la curva esfuerzo-deformacion. Si un material tiene como
resultado un valor elevado de E, significa que se deformard menos con un esfuerzo dado, es
decir, es un material rigido, en cambio, si el valor de E es reducido significa que es un
material que tiende a deformarse facilmente con un esfuerzo aplicado. En el sistema inglés,
esta constante es medida generalmente en libras por pulgada cuadrada mientras que en el
sistema de unidades Sl es medida en Newtons por metro cuadrado o Pascales (Pa) (Popov,
2000; Mott, 1996).

Deformacién. Cambio de dimension por unidad de longitud. Al ser una cantidad sin
dimensiones con frecuencia se expresa en pulgadas/pulgadas, centimetros/centimetros o se
da como un porcentaje de la longitud original. La deformacion del material antes de que
ceda depende de su rigidez, indicada por el médulo de Young. La rapidez con que se
deforma un material es importante desde la perspectiva de las propiedades mecanicas, esta
rapidez se determina como la velocidad de deformacion, expresada en s®. Cuando un
material se estira con lentitud, presenta una velocidad de deformacion baja, y se puede
estirar grandes cantidades, por el contrario cuando un material se estira con rapidez,
presenta una velocidad de deformacién alta, sin dar tiempo a que las moléculas del polimero

se desenreden y se extiendan, por lo que el material se rompe (Askeland y Phulé, 2004).

Espectroscopia Ultravioleta Visible

Los instrumentos disefiados para la medicién de la absorcion de sustancias de la energia
radiante en las porciones ultra violeta y visible del espectro, han recibido diversos nombres:
fotbmetros, espectrémetros, colorimetros, absortometros y espectrofotometros. El
espectrofotdbmetro que es el equipo utilizado en este trabajo es un espectrometro con equipo
accesorio, de tal manera que proporciona la relacion, o una funcién de la relacion de la
potencia radiante de dos haces como una funcion del espectro de la longitud de onda. Estos
dos haces pueden separarse en tiempo, espacio o en ambos (Willard y col., 1974).

Las medidas de absorcion de la radiacion ultravioleta y visible encuentran una
enorme aplicacion en la determinacién cuantitativa de una gran variedad de especies tanto

inorganicas como organicas. La espectroscopia de absorcion molecular se basa en la
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medida de la transmitancia T o de la absorbancia A de disoluciones que se encuentran en
cubetas transparentes. Normalmente la concentracion de un analito absorbente esta

relacionada linealmente con la absorbancia (Skoog y col., 2008).

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

La espectrometria en el infrarrojo es una herramienta versatii que se aplica a la
determinacioén cualitativa y cuantitativa de especies moleculares de todo tipo. Es una técnica
de andlisis para obtener informacion acerca de los procesos de absorcion y emision sobre
las moléculas que se encuentran en la materia. Las aplicaciones de la espectrometria en el
infrarrojo se dividen en tres grandes categorias relacionadas con las tres regiones
espectrales del infrarrojo: cercana, media y lejana. La seccién de mayor utilidad préactica es
aquella que se extiende entre 4000 y 650 cm™? denominada region infrarroja media. La
region lejana se encuentra entre 650 y 200 cm?, ésta se utiliza para el estudio de
compuestos drgano-metalicos e inorganicos y la regién infrarroja cercana mide entre 12500
y 4000 cm? empleada para determinaciones cuantitativas (Aparicio y col., 2012; Skoog Yy
col., 2008).

La base de la Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier es la
absorcion de los rayos infrarrojos de luz por varias moléculas en una muestra. Por lo tanto,
el FTIR consiste en someter a una energia el haz de infrarrojos que es emitido por una
fuente: asi el haz de luz cruza una camara para controlar la cantidad de energia radiada en
la muestra. Los rayos infrarrojos entre el interferémetro espectral es donde la codificacion se
lleva a cabo y el interferograma resultante se encarga de las salidas de la sefal del
interferémetro. Ademas, el haz de luz infrarroja de energia entra en el compartimento de la
muestra donde se transmite a través o reflejada desde la superficie de la muestra segun del
tipo de analisis que se realiza. Finalmente, el haz se pasa al detector para la medicion final y
se mide la sefial que se digitaliza y se envia de nuevo al equipo en el que la transformacion
de Fourier se lleva a cabo (Aparicio y col., 2012).

Para absorber radiacion en el infrarrojo, una molécula debe sufrir un cambio neto en
el momento dipolar como consecuencia de su movimiento de vibracion o de rotacion. Solo
en estas circunstancias en campo eléctrico alterno de la radiacién puede interactuar con la
molécula, y provocar cambios en la amplitud de alguno de sus movimientos. Los espectros
de absorcion, emision, y reflexion en el infrarrojo de especies moleculares, se pueden
explicar asumiendo que todos son el resultado de los distintos cambios energéticos
producidos en las transiciones de las moléculas de unos estados de energia vibracionales y
rotacionales a otros. En la tabla 3 se muestran algunos ejemplos de frecuencias

caracteristicas de absorcion infrarroja (Skoog y col., 2008).
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Tabla 3. Frecuencias caracteristicas de absorcion infrarroja.

Enlace Tipo de Compuesto Intervalo de Frecuencia, Tipo de
cm? banda
C-H Alcanos 2850-2960 Intensa
1350-1470
C=H Alguenos 3020-3080 Moderada
675-1000
C-H Anillos arométicos 3000-3100 Moderada
675-870
C=H Alquinos 3300 Intensa
Cc=C Alguenos 1640-1680 Variable
C=C Alquinos 2100-2260 Variable
Cc=C Anillos arométicos 1500, 1600 Variable
C-O0 Alcoholes, éteres, &cidos carboxilicos, 1080-1300 Intensa
ésteres
C=0 Aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos, 1690-1760 Intensa
ésteres
O-H Alcoholes monémeros, fenoles 3610-3640 Variable
Alcoholes con puente de hidrégeno, 3200-3600 Ancha
fenoles
Acidos carboxilicos 2500-3000 Ancha
N-H Aminas 3300-3500 Moderada
C-N Aminas 1180-1360 Intensa
C=N Nitrilos 2210-2260 Variable
-NO; Compuestos nitro 1515-1560 Intensa
1345-1385

Fuente: Morrison y Boyd, 1998.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Mediante el microscopio electronico de barrido (SEM de Scanning Electron Microscope) se
pueden obtener imagenes tridimensionales utilizando electrones dispersados o emitidos a
partir de la superficie de la muestra. La muestra a examinar se fija, se seca y se recubre con
una capa delgada de un metal pesado. Después, la muestra es barrida por un haz
focalizado de electrones. La cantidad de electrones dispersados o emitidos cuando este haz

primario bombardea consecutivamente cada uno de los puntos de la superficie metalica es
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medida y utilizada para controlar la intensidad del segundo haz, que se mueve
sincronicamente con el haz primario y forma una imagen sobre una pantalla. De esta
manera se construye una imagen completa y bastante ampliada de la superficie de la
muestra (Figura 8) (Alberts y col., 2010).

Fuente de
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[] [] Deflector de
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(
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una pantalla

Figura 8. Representacion Esquematica del SEM.

Fuente: Alberts y col., 2010.

La técnica de SEM proporciona una enorme profundidad de foco: ademas, debido a
gue el grado de dispersion de los electrones depende del angulo relativo entre el haz de la
superficie, la imagen tiene puntos brillantes y sombras oscuras que le confieren un aspecto
tridimensional al objeto estudiado. La desventaja es que solamente se pueden examinar
detalles superficiales (Alberts y col., 2010).

Por otro lado, la utilizaciéon de este tipo de microscopia ofrece varias ventajas ya que
puede lograr aumentos muy altos (de hasta 1,000,000x) con una ultima resolucion de 1nm
comparado con la méaxima resolucion de un microscopio 6ptico que llega a alcanzar un

aumento de 1,000x, ademas, brinda la posibilidad de obtener no solo informacién sobre la
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topografia, sino también la estructura cristalina, composicion quimica y propiedades

eléctricas de la parte superior de la muestra (Vernon, 2000).

Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

El microscopio electrénico de transmision (TEM) es una herramienta invaluable para la
caracterizacibn de cristales, materiales policristalinos, muestras biolégicas vy
nanoestructuras, entre otras. Proporciona una amplia gama de modos de imagen diferentes,
con la capacidad de aportar informacién sobre la composicién elemental y la estructura
electrénica. Ademas la difraccion del rayo de electrén convergente proporciona informacion
sobre la estructura cristalina y la cristalografia (Iriarte, 2010).

El TEM tiene un gran parecido a un microscopio 6ptico, aunque es de mayor tamafio
e invertido. La fuente de iluminacién es un filamento o catodo situado en la parte superior
de una columna cilindrica de unos dos metros de altura, que emite electrones. Puesto que
los electrones son dispersados al colisionar con las moléculas del aire, se debe extraer el
aire de la columna para producir vacio. A continuacion, los electrones son acelerados desde
el filamento mediante un 4&nodo y pueden pasar a través de un diminuto orificio y formar un
haz de electrones que se dirige hacia la parte inferior de la columna. Unas bobinas
magnéticas situadas a intervalos a lo largo de la columna enfocan el haz de electrones. La
muestra se coloca en el vacio de la columna a través de una antecAmara de compresion de
manera que se sitla en el camino del haz de electrones. Habitualmente la muestra se
contrasta mediante un material electrodenso, algunos de los electrones que atraviesan la
muestra son dispersados por estructuras contrastadas con este material; el resto de
electrones son enfocados formando una imagen, misma que se puede observar sobre una
pantalla fosforescente o se puede grabar sobre una placa fotografica o camara digital de alta
resolucion. Puesto que los electrones que han sido dispersados han desaparecido del haz,
las regiones densas de la muestra aparecen como areas de un flujo bajo de electrones
mostrandose de color negro (Figura 9) (Alberts y col., 2010).

Con el microscopio electronico de transmision, el contraste depende del nimero
atomico de los 4tomos de la muestra: entre mas elevado sea el nimero atébmico, mayor
namero de electrones seran dispersados y por lo tanto, mayor sera el contraste obtenido
(Alberts y col., 2010).

32



Fuente de
electrones

Lente
condensador

Haz de
electrones

Muestra

Lente
objetivo

Lente
proyectora

B BB

[ 4 ' |

Imagen sobre una
pantalla fluorescente

Figura 9. Representacion Esquematica del TEM.

Fuente: Alberts y col., 2010.
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MATERIALES Y METODOS

Para este trabajo se utilizaron los siguientes materiales: Acetato de celulosa, M,= 50000,
marca Aldrich®; Poli (vinil pirrolidona) My= 36000, marca Aldrich®; Acetona, Marca Aldrich®;
Etanol, marca Meyer®; (-) Epicatequina, My= 290.27, marca Aldrich®; Agua destilada y Agua

mili-Q.

Preparacion de Soluciones

Poli (vinil pirrolidona)

Se prepard una solucion de etanol-agua en proporcion 85:15 utilizando una concentracién
de PVP de 8% en peso/peso, es decir, se pesaron 1.6 g de PVP, posteriormente se
disolvieron en 17 mL de etanol y 3 mL de agua destilada para finalmente dejarla en agitacion

magnética durante 24 horas a temperatura ambiente.

Acetato de Celulosa

Se prepard una solucién de acetona-agua en proporcién 80:20 utilizando una concentracion
de AC de 8% en peso/peso, es decir, se pesaron 1.43 g de AC, posteriormente se
disolvieron en 16.7 mL de acetona y 3.3 mL de agua destilada para finalmente dejarlo en

agitacién magnética durante 24 horas a temperatura ambiente.

(-) Epicatequina

Se prepararon tres soluciones con cantidad diferente de Epic, para cada una, se utilizaron 5
mL de la solucién de PVP previamente preparada, posteriormente se agregaron 0.5, 0.1y
0.05 gramos de Epic (concentraciones de 344.50 mmol, 68.9 mmol y 34.4 mmol)
respectivamente, cada una de las mezclas se dejaron en agitacion magnética durante 24

horas a temperatura ambiente.
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Preparacion de Membranas Fibrosas

Ya que las soluciones poliméricas se encontraban preparadas, se colocaron 5 mL de la
solucién de Epic + PVP (con cantidad de 0.1 6 0.05 gramos de Epic respectivamente), en
una jeringa de plastico con capacidad de 10 mL, conectada a una aguja de 0.8 mm de
didmetro, para que quedara como nucleo de la fibra. Después, se coloc6 en una segunda
jeringa de plastico de la misma capacidad, 6 mL de AC, conectada a una aguja de 1.5 mm
de diametro para que jugara el papel de coraza en la fibra.

Una vez montado el equipo de electrohilado se comenzé con la elaboracién de las
membranas fibrosas variando: el voltaje aplicado entre 14 y 17 kV utilizando una fuente de
alto voltaje marca Spellman modelo CZE 1000R, el flujo de la solucién se vari6 entre 4.0 y
0.1 mLhta intervalos de 0.1mLh* empleando una bomba para jeringa marca kdsCientific, la
distancia de la aguja y la placa colectora no fue variada siendo ésta de 15 cm en todos los
procesos, finalmente, el tamafo de la placa colectora de aluminio fue de 10x10 centimetros.
La evaluacion de las condiciones dptimas de la membrana se llevé acabo variando un solo
pardmetro por sesion, esto con el fin de encontrar las condiciones adecuadas para su

reproduccion y correcta caracterizacion (Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones e intervalos de variaciébn en la preparacion de membranas con

estructura nucleo coraza.

Membrana Soluciones y Concentracién Voltaje (kV) Flujo (mL/hr)*
Su proporcion de Epic
AC/PVP+Epic/AC 80:20 AC 68.9 mmol y 17 4.0-0.1
85:15 PVP 34.4 mmol
AC/PVP+Epic/AC 80:20 AC 34.4 mmol 16 4.0-0.1
85:15 PVP
AC/PVP+Epic/AC 80:20 AC 34.4 mmol 15 4.0-0.1
85:15 PVP
AC/PVP+Epic/AC 80:20 AC 34.4 mmol 14 4.0-0.1
85:15 PVP

*Las variaciones en el flujo de la solucién fueron realizadas a intervalos de 0.1 mililitros por

hora para cada voltaje mencionado.
Una vez encontradas las condiciones Optimas en la formacién de la membrana fibrosa con

base a las variables anteriores, se procede a hacer las caracterizaciones que se describen a

continuacién para la misma.
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Caracterizacion de las Membranas

Evaluacién de las Propiedades Mecanicas

Para esta evaluacion se cortaron muestras de membranas de AC, PVP, AC/PV/AC y
AC/PVP+Epic/AC las cuales fueron enviadas al Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan (CICY). Las pruebas de tensiébn se realizaron en una maquina de pruebas
universales marca Shimadzu equipada con una celda de carga de 100 N a una velocidad de
cabezal de 5 mm/min. Las muestras fueron acondicionadas antes de realizar los
experimentos a una temperatura de 24°C y humedad relativa de 60%. Las pruebas se
realizaron de acuerdo a la Norma Standard D638-02 “Standard Test Method for Tensile
Properties of Plastics”. Las muestras se sometieron a una carga de tensién monoténica

hasta la ruptura de las mismas.

Evaluacién de Liberacion de Epicatequina

Para esta evaluacion se utilizé un espectrofotémetro UV visible Perkin EImer Lambda 20. Se
prepararon 5 soluciones de Epic, cuyas concentraciones fueron 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mmol, a
las cuales se les aplico una dilucion 1:3 llevando a un volumen final de 3 mL empleando
agua miliQ como disolvente, se realizd una curva de calibracién graficando los valores de
absorbancia (eje de las y) contra concentracion (eje de las x) de las soluciones, analizadas a
278.82 nm. Posteriormente, la membrana fibrosa de AC/PVP+Epic/AC fue suspendida en
400 mL de agua miliQ (pH neutro), a temperatura de 22°C con leve agitacion magnética, los
valores de absorbancia se midieron a 278.82 nm en intervalos de 10 minutos hasta obtener
valores constantes en los resultados. Finalmente, con ayuda de la curva de calibracion
previamente realizada, se obtuvo la cantidad de Epic liberada en gramos y porcentaje para

cada membrana suspendida. Cada procedimiento fue realizado por triplicado.

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo de cada compuesto puro utilizado: Epic, AC y PVP,
asi como también, de la membrana obtenida de AC/PVP+Epic/AC y esta misma después de
su liberacion, utilizando el equipo Perkin Elmer FTIR espectrofotometro de espectro GX
aplicando la técnica de pastillas de KBr.

Para la realizacion de esta caracterizacion solo la membrana de AC/PVP+Epic/AC después

de su liberacion fue sometida a un tratamiento previo, al ser expuesta por un lapso de 24
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horas a una temperatura de 80°C con el fin de eliminar cualquier residuo de agua en la fibra

gue pudiera intervenir en los resultados.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Se cortaron pequefias muestras de la membrana fibrosa de AC/PVP+Epic/AC antes y
después de su liberacién, mismas que fueron colocadas en un portamuestras metalico en
donde fueron recubiertas por particulas de oro, para su caracterizaciébn. Se evalu6 el
didmetro y las caracteristicas morfoldgicas de las fibras utilizando un microscopio electrénico
de barrido JEOL 5410LV utilizando un haz de electrones de 15y 20 kV de intensidad a alto

vacio.

Microscopia Electronica de Transmision

Se cortaron pequefias muestras de la membrana fibrosa de AC/PVP+Epic/AC antes y
después de la liberacion, estas muestras fueron colocadas en una rejilla de cobre para su
caracterizacién. Se evalué el diametro y las caracteristicas morfolégicas de las fibras
utilizando un microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-2010F Field Emission

Electron Microscope.

37



RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de Membranas de AC/PVP + Epic/AC

De las tres cantidades de Epic que fueron probadas, la de 0.05 gramos fue la que mas se
adecuo para la formacion de membranas fibrosas, ya que éstas Ultimas se obtuvieron con
caracteristicas algodonosas y superficie uniforme. Por otro lado, la concentracion de 0.5
gramos del flavonoide, no se solubilizé totalmente en los 5 mL de solucion de PVP por lo
que resulté imposible tratar de hilar la membrana en estas condiciones. La cantidad de 0.1
gramos del polifenol no fue adecuada, ya que a pesar de haberse solubilizado en el
polimero, al momento de electrohilar no hubo formacibn de membrana con las
caracteristicas esperadas, en su lugar se obtuvo una pelicula quebradiza y poco manejable
(Figura 10).

Figura 10. Fotografias de membranas fibrosas de 10x10 cm con una concentracion de 68.9

mmol de Epic (a) y 34.4 mmol de Epic (b).

Se encontraron las condiciones Optimas para la preparacion de membranas fibrosas
con estructura nucleo coraza de AC y PVP con Epic embebida en el centro de la fibra, que
proporcionan las mejores caracteristicas morfolégicas y estructurales, éstas condiciones se
enlistan en la Tabla 5. Cada membrana fue elaborada con un volumen de 2 mL de solucion
ya que al superar esta cantidad, dejaba de formarse adecuadamente la fibra probablemente
por la obstruccién que ésta generaba en la placa y que impedia una adecuada atraccion de
los campos aplicados, por lo mismo, aunque cada solucion de PVP+Epic se preparé con

0.05 g del flavonoide, cada membrana fibrosa contenia 0.0266 g del mismo.
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Tabla 5. Condiciones éptimas en la formacion de fibras de AC/PVP+Epic/AC.

Variable Condicion optima
Concentracién de Epic 34.4 mmol (0.0266 g)

Flujo de la solucién 3.5 mLh?

Voltaje aplicado 15 kv

Distancia entre la punta de la aguja y el colector 15cm

Volumen final de cada membrana fibrosa 2 mL de soluciones poliméricas

Caracterizaciones de Membrana Fibrosa de AC/PVP+Epic/AC

Propiedades Mecéanicas

En la tabla siguiente, se muestran los resultados promedio de las propiedades de tensién
medidos para cada fibra: la Resistencia a la tensién, el Modulo de Young y la Deformacién a

la carga maxima (tabla 6).

Tabla 6. Resultados promedio de las pruebas a tension.

Composicion de la Resistencia a la tension Modulo de Young Deformacion
membrana (MPa) (MPa) (%)

AC 0.16+ 0.09 1.09 £0.53 77.27 £6.43
PVP 1.35+£0.20 2041 +3.74 14.45 + 3.94
AC/ PVP/ AC 1.78£0.24 12.15 + 3.06 23.10+ 1.50

AC/ PVP + Epic/ AC 1.49+ 0.31 16.79+ 7.43 25.34+ 8.26

En las propiedades de resistencia a la tension y porcentaje de deformacion, los
resultados de las membranas de PVP, AC/PVP/AC y AC/PVP+Epic/AC son muy similares.
Tomando en cuenta especificamente los resultados de las membranas de AC/PVP/AC y
AC/PVP+Epic/AC, se deduce que la incorporacion de Epic en las membranas no afecta las
propiedades de resistencia y deformacion cuando son expuestas a fuerzas externas. Sin
embargo, sin nos enfocamos en los resultados del AC para esas mismas propiedades, los
valores son visiblemente diferentes comparados con los resultados dados para las otras tres
composiciones poliméricas, la resistencia a la tension por parte del AC es muy baja mientras
que el porcentaje de deformacién es muy alto, ésta diferencia se debe probablemente a las

interacciones que existen al mezclarlo con uno 0 mas compuestos.
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Los valores obtenidos en el médulo de Young, muestran que el nivel de rigidez es un
poco mas elevado en las membranas poliméricas con Epic embebida en la fibra, comparada
con la membrana compuesta de los dos polimeros (AC y PVP). Con esto se deduce que el
flavonoide tiene un efecto en las propiedades mecanicas aumentando la rigidez de las
membranas, por otro lado, aun cuando el valor del moédulo de elasticidad aumenta, esta
variacion no es mucha ya que la membrana sigue teniendo facilidad de manejo y no alcanza
una dureza tal, que impida su uso potencial en aplicaciones biomédicas.

A partir del resultado del médulo de Young para las membranas fibrosas con Epic,
asi como el reportado para las membranas con amoxicilina embebidas en el centro de la
fibra por (Castillo y col., 2012) se concluye que la incorporacion de farmaco en las fibras
tiene un efecto en la rigidez de las membranas respecto de las que solo estan compuestas
por AC/PVP/AC, sin embargo, esta diferencia no es muy alta ya que las caracteristicas
fisicas siguen siendo muy similares entre ellas. Lo anterior se pone en evidencia
comparando los resultados con materiales mas rigidos como el polietileno o el poli cloruro
de vinilo (PVC), que reportan un moédulo de Young de 800 Mpa y 2400 Mpa respectivamente
(Chaudhry, 1987).

Evaluacién de Liberacién de Epicatequina

En la Figura 11 se muestra la cantidad en gramos de Epic liberada con respecto al tiempo,
la liberacién fue aumentando gradualmente hasta llegar a un valor constante en un tiempo
de 300 minutos, obteniendo como liberacién total en promedio 0.0215 g (21.5 mg) de Epic
por membrana, cantidad realmente buena, ya que esto representa el 80.74% de la cantidad
total incorporada en la fibra, con dimensiones de 10x10 cm (Figura 12). Esta informacién
sugiere que el uso potencial de las membranas para el tejido dafiado es viable, puesto que
en un estudio realizado por (Yamazaki y col., 2010) se demostré que la Epic tiene muy
buenos efectos a nivel cardiaco.

Por otra parte, en un estudio realizado con amoxicilina incorporada en el nicleo de la
fibra, utilizando los mismos componentes poliméricos (AC y PVP) en su preparacion, se
reporté que la liberacion total del farmaco a un pH de 7.2 fue de 0.3969 g representando el
79 % del total incorporado en la fibra a las 48 horas. Por lo anterior se concluye que la
liberacion de Epic aun estando en cantidades mas bajas en la fibra (0.0215 g) tiene
practicamente las mismas caracteristicas de liberacion a un pH alrededor de 7,
obteniéndose una diferencia de 1.74 % de liberacién mas alta que la amoxicilina (Castillo y
col., 2012).
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Figura 11. Cantidad (g) de Epic (concentracion de 34.4 mmol) liberada de membrana de
AC/PVP+Epic/AC a una temperatura de 22°C.
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Figura 12. Cantidad (%) de Epic (concentracion de 34.4 mmol) liberada de membrana de
AC/PVP+Epic/AC a una temperatura de 22°C.
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Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 13 son mostrados los espectros de absorcion infrarroja para los compuestos
quimicos en su forma pura: a) AC, b) PVP y c¢) Epic. Cada uno de ellos se encuentra
marcado por un numero de onda caracteristico que hace posible su localizacion. EI AC
presenta un pico caracteristico a 1751.89 cm™ perteneciente al grupo éster presente en su
estructura, la sefal a 1662.87cm™ del PVP corresponde a la banda del alargamiento C=0
del grupo amida que lo caracteriza, por otra parte, la Epic muestra un estiramiento OH
alrededor de 3144.47cm™. Los espectros de infrarrojo proporcionados para AC y PVP, son
corroborados por los otorgados en la investigacion de (Castillo y col., 2012) ya que
presentan gran similitud con los obtenidos en este trabajo, al reportar picos caracteristicos
del grupo éster en AC a 1748 cm y alargamiento del carbonilo perteneciente al PVP 1665
cm™.

La figura 14 muestra los espectros infrarrojos de la membrana de AC/PVP+Epic/AC
antes y después de su liberacion. En el inciso a) se muestra la membrana con Epic
afiadida, indica las bandas caracteristicas para cada compuesto utilizado en su preparacion
gue nos demuestra que efectivamente los dos polimeros utilizados y el flavonoide fueron
incorporados en la fibra. El inciso b) expone la misma membrana pero después de ser
sometida a un medio acuoso con pH neutro para su liberacion, este espectro revela la
ausencia de Epic al no presentar el estiramento OH caracteristico a 3144.47cm™ en esta
membrana, ademas existe una notable disminucion de la banda de alargamiento C=0 del
PVP a 1662.87cm™ en comparacién con la membrana del inciso a), se observa también que
la banda de AC (coraza de la fibra) a 1754.89 cm™ sigue presente practicamente de manera
intacta aun después del tratamiento, por lo que se deduce la difusion exitosa de la Epic

acompafada del PVP a través de este polimero.
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Figura 13. Espectros de infrarrojo de a) AC, b) PVP y c) Epic y su respectiva estructura

guimica.
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Figura 14. Espectros de infrarrojo de a) AC/PVP+Epic/AC y b) AC/PVP+Epic/AC después de
liberar Epic y PVP.
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Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se obtuvieron microfotografias de las membranas fibrosas de AC/PVP+Epic/AC con
distintas ampliaciones. La Figura 15 muestra una microfotografia de 500 aumentos (inciso
a), en ella se observa una distribucion amplia de la membrana obtenida, en donde se
percibe una morfologia adecuada al no presentar deformidad, aparicion de perlas y gotas o
poca formacion del material. La microfotografia de 5000 aumentos (inciso b), muestra de un
modo mas claro, la forma que adquirieron las fibras de una manera tridimensional, poniendo
de manifiesto una estructura cilindrica y no porosa de cada una, ademas de un tamafio

aproximado de poco menos de 1 ym.

l 100pm ! 500X 15kv SEI 10pm ! 5000X 15KV SEI

Figura 15. Microfotografia de AC/PVP+Epic/AC en a) 500x y b) 5000x aumentos.

La Figura 16 muestra la membrana de AC/PVP+Epic/AC después de su liberaciéon en un
medio acuoso a pH 7. En ambos incisos se puede apreciar que las nanofibras generadas no
cambian su morfologia externa al liberar la Epic, conservando su estructura cilindrica, por
otra parte, comparando el inciso b) de la Figura 14, con el inciso b) de la Figura 15, se
aprecia notablemente que las nanofibras de esta Ultima presentan cierta translucidez,
sugiriendo con ello que este efecto se debe la liberacion del flavonoide. La conservacion de
la estructura cilindrica se debe muy probablemente al pH neutro utilizado en la liberacion, ya
gue se ha comprobado que en condiciones acidas (pH 3.0) las membranas pierden sus
caracteristicas fisicas mostrando un deterioro en las fibras, perdiendo con ello la estructura
cilindrica, adquiriendo una forma aplanada (Castillo y col., 2012).
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Figura 16. Microfotografia de AC/PVP+Epic/AC después de su liberacién en a) 500x y b)

5000x aumentos.

Microscopia Electrénica de Transmisién (TEM)

Mediante este tipo de microscopia, se revel6 el diametro de las fibras de AC/PVP+Epic/AC
antes y después de su liberacién, asi como su morfologia por medio de la diferencia de
contrastes en la imagen. La microfotografia del inciso a) mostrada en la Figura 17,
correspondiente a la membrana de AC/PVP+Epic/AC da a conocer que la fibra adquirid, al
formarse, una estructura nucleo-coraza cuyo diametro total es de 0.70 ym, por otro lado, la
parte central de la fibra constituida por PVP y Epic, al ser una region con dos componentes
impide el flujo de electrones facilmente, presentandose una imagen mas densa con grosor
de 0.48 uym.

En el inciso b) se muestra la microfotografia de las fibras después de su liberacion a
pH neutro, su estructura sigue siendo cilindrica lo que significa que la pérdida del flavonoide
en condiciones neutras no afecta la morfologia de las fibras, sin embargo, el tamafio del
diametro tanto de la fibra completa como la del ndcleo si se vio afectada, al reducir su
diametro total de 0.70 um a 0.62 um, la liberacién de Epic se pone en evidencia al reducirse
el grosor del nacleo en la fibra, pasando de 0.48 um a 0.24 um, esto debido a que no se
libera el flavonoide en su totalidad al paso de 4 horas.
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0.70um

Figura 17. Microfotografia a 5000x de a) AC/PVP+Epic/AC y b) AC/PVP+Epic/AC después

de su liberacion.

46




CONCLUSIONES

Las condiciones éptimas para la preparacién de membranas fibrosas de AC/PVC+Epic/AC
fueron encontradas. Cada pardmetro que se varia durante el proceso juega un papel
importante en la morfologia final de la fibra, por lo que es de vital importancia hacer una
busqueda exhaustiva en su elaboracion, con el fin de obtener membranas con las mejores
caracteristicas fisicas y quimicas.

Las pruebas de tension en las membranas fibrosas, dieron a conocer que la
incorporacién del flavonoide en la fibra no tiene un efecto importante en las propiedades
mecanicas de las mismas, lo anteriormente descrito, aunado al alto porcentaje de liberacion
(80.72%) a pH neutro hace factible su utilizacién en el area biomédica; extrapolando esta
informacién al organismo humano, se puede inferir que la administracion terapéutica de Epic
mediante el uso de este tipo de membranas podria ser efectiva para una persona con dafio
al miocardio, debido a las grandes propiedades benéficas que el flavonoide representa en el

tejido cardiaco.

RECOMENDACIONES

Es conveniente realizar una evaluacién de la cinética de liberacion de Epic en medios con
diferentes pH, ya sean basicos o 4cidos asi como también hacer variaciones en la
temperatura del medio de liberaciéon, por ejemplo, a 37°C correspondiente a la temperatura

corporal.

Realizar méas caracterizaciones a las membranas fibrosas de AC/PVP+Epic/AC, con el fin de
complementar la informacion dada en el presente trabajo, se recomienda un analisis térmico
para conocer la relacion de degradacidon que existe respecto a la temperatura de los
compuestos utilizados en las fibras, asi como también, una espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN) para obtener informacion fisica, quimica, electronica y estructural

sobre las moléculas presentes en los compuestos quimicos de la membrana.
Desarrollar una investigacion tanto in vitro como en modelos animales, en donde se

compruebe que las nanofibras con Epic incorporada cuentan con funciones terapéuticas

beneficiosas en tejido cardiaco dafiado.
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