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RESUMEN

Actualmente se han intensificado las investigaciones para el mejoramiento de Ia
administracién de farmacos, debido a las desventajas que presentan las formas tradicionales, el
diseio de sistemas de liberacidon que permitan modular la taza de liberacién, asi como dirigir esta
liberacion en sitios especificos en el organismo, ha resultado de gran importancia. Uno de los
principales objetivos de estos estudios y disefio de nuevos dispositivos es garantizar una buena
biodisponibilidad de los farmacos, que permitan un adecuado efecto terapéutico dirigido a un
padecimiento especifico. Otro de los enfoques de las investigaciones actuales en el campo de la
biomedicina es el disefio de sistemas poliméricos y su uso como andamios para cultivo celular,
debido a las propiedades que presentan estos materiales que cubres las necesidades para dichas
aplicaciones. En el presente trabajo consta de dos capitulos enfocados en el disefio y evaluacion
de sistemas poliméricos dirigidos hacia las aplicaciones de sistemas de liberacion, asi como

andamio para cultivo celular.

En el primer capitulo, se realizd un estudio de ensayos de liberacidn y sus ajustes
correspondientes a los modelos para determinar el mecanismo de liberacién de epicatequina en el
sistema de acetato de celulosa (AC) y poli (vinilpirrolidona) (PVP). Se considerd la morfologia del
material, fibras o esferas, asi como las posibles interacciones quimicas entre la epicatequina, PVP y
AC. Se observé que en los sistemas en los que estd presente el PVP, se observa una liberacidn alta
en comparacion con aquellos que solo contenian AC y epicatequina, que mostraron una liberacién
muy baja. Esta diferencia puede explicarse considerando la posible interaccién por puentes de
hidrégeno entre AC y epicatequina, asi como la insolubilidad de AC, en el medio de liberacion. Los
factores que tienen un efecto importante sobre la liberacidon de epicatequina en los diferentes
sistemas son: morfologia, una liberacién mas rapida en morfologias con mayor area de superficie,

y las interacciones quimicas que pueden formarse entre la epicatequina y el componente de la
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matriz. Otro factor es la solubilidad de los componentes en el medio de liberacidn, lo que permite

observar simultdneamente los fendmenos de difusion y arrastre.

En el segundo capitulo del presente trabajo, se prepararon sistemas poliméricos para
evaluar sus propiedades como sistema de liberacion de clindamicina, asi como su posible
aplicacién como un andamio para cultivo celular. Las fibras de PLA, elastina y gelatina, que
contienen clindamicina, se prepararon para probar su posible aplicacion como apésitos para
heridas. Se sometieron a estudios de liberacién para determinar el mecanismo de liberacidn, esto
a través de modelos matematicos. Ademas, se evaluaron sus propiedades mediante diferentes
caracterizaciones. Las fibras presentaron una morfologia homogénea, sin poros. Los estudios de
FTIR y el andlisis térmico confirmaron la presencia de cada uno de los componentes en las fibras,
sus propiedades mecdanicas mostraron que estan dentro del rango de materiales adecuados para
su uso como apdsitos, los resultados de las pruebas de viabilidad mostraron porcentajes
alentadores con una viabilidad del 82% después de 7 dias de contacto directo de las células HUVEC
con las membranas. De manera similar, los ensayos de adhesidon celular mostraron buenos
resultados con la presencia de células viables y estiradas en las fibras, se observé la tendencia de
las células a posicionarse en las fibras y seguir esta conformacidén. Por otro lado, los estudios de
actividad antimicrobiana contra S. aureus nos muestran que en las fibras cargadas con

clindamicina tienen halos de inhibicién mayores de 7 mm.



ABSTRACT

Currently, research has been intensified to improve the administration of drugs,
due to the disadvantages of traditional forms, the design of release systems that allow
modulating the release rate, as well as directing this release at specific sites in the body,
has been of great importance. One of the main objectives of these studies and design of
new devices is to guarantee a good bioavailability of the drugs, which allow an adequate

therapeutic effect directed to a specific condition.

Another approach of current research in the field of biomedicine is the design of
polymeric systems and their use as scaffolds for cell culture, due to the properties of these
materials that cover the needs for such applications. In the present work which consists of
two chapters focused on the design and evaluation of polymer systems directed towards

the applications of release systems, as well as scaffolding for cell culture.

In the first chapter, a study of release assays and their corresponding adjustments
to the models to determine the mechanism of release of epicatechin in the cellulose
acetate (CA) and poly (vinylpyrrolidone) (PVP) system was carried out. The morphology of
the material, fibers or spheres was considered, as well as the possible chemical
interactions between epicatechin, PVP and CA. It was observed that in the systems in
which PVP is present, a high release is observed compared to those that only contained CA
and epicatechin, which showed a very low release. This difference can be explained by
considering the possible hydrogen bond interaction between CA and epicatechin, as well

as the insolubility of CA, in the release medium. The factors that have an important effect
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on the release of epicatechin in the different systems are: morphology, a faster release in
morphologies with greater surface area, and the chemical interactions that can be formed
between the epicatechin and the matrix component. Another factor is the solubility of the
components in the release medium, which allows the diffusion and drag phenomena to be

observed simultaneously.
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INTRODUCCION

Actualmente, una gran parte de la poblacién padece enfermedades crénico-
degenerativas, como la diabetes. Comunmente, estos pacientes tienen diferentes
complicaciones que comprometen su salud, una de las mds comunes es la lesién cutdnea,
que generalmente se derivan de multiples factores, lo que dificulta su erradicacion.’™ La
ingenieria de tejidos se distingue por tener un enfoque biomédico interdisciplinario con el
objetivo de regenerar, reconstruir o reparar tejidos dafiados con la ayuda de un andamio
3D, con suficiente permeabilidad al oxigeno, pero también con las caracteristicas

estructurales y bioldgicas similares de la matriz extracelular (MEC) de tejido nativo. 710

Las nanofibras son muy similares a la matriz extracelular nativa, ya que ofrecen
proteccion fisica y mecdnica a las heridas, incluso contra las invasiones bacterianas,
actuando como barrera. Los sistemas de administracion de medicamentos de manera
controlada representan una herramienta util para contribuir a la atencién médica. En el
caso de estos dispositivos, los medicamentos pueden estar dentro o en la superficie de
ellos. Las nanofibras, debido a su estructura y caracteristicas Unicas, como su gran area de
superficie y alta eficiencia de encapsulacion, representan una buena opcién para el
desarrollo de sistemas de liberacion y como andamiospara el crecimiento celular. 11-17E|
electrohilado es una técnica para la formacién de nanofibras de escalas micro y
nanométricas, sus aplicaciones van desde el area textil, andamios de ingenieria de tejidos,
filtracion, biomedicina, farmacia, electrénica dptica, biotecnologia e ingenieria ambiental,

por nombrar algunos. Otra ventaja de esta técnica es que puede aplicarse con una gran



cantidad de polimeros, ya sean naturales, sintéticos o semisintéticos, por lo tanto, tiene
una gran variedad de aplicaciones. 182! La técnica de electrohilado consiste en someter
una solucién polimérica a un campo eléctrico, al sobrepasar la tensién superficial de la
solucién se forma una estructura conocida como el cono de Taylor, a partir del cual se
genera la fibra continua que dirige el colector mientras se evapora el solvente. ,

generando asi fibras ultrafinas??2°

Como se menciond, es posible utilizar una amplia variedad de polimeros en la
técnica de electrohilado, la eleccién dependera de la aplicacion de las fibras obtenidas, los
polimeros naturales, que son los que provienen de la naturaleza, como las proteinas
(colageno, gelatina, zeina, entre otros.), polisacéridos (quitosano, celulosa, almidén, entre
otros.)?628 Este tipo de polimeros son adecuados para aplicaciones bioldgicas ya que,
debido a su composicidn, tienen cualidades que imitan el ambiente quimico nativo, lo que

resulta en una buena biocompatibilidad.

Estas caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja o nula
toxicidad son necesarias para cualquier aplicacién biomédica. Sin embargo, este tipo de
biopolimeros, generalmente presentan malas propiedades mecanicas, en comparacion
con los polimeros sintéticos. En el presente trabajo se trabajé con acido polilactico (PLA),
el cual es uno de los biopolimeros mas utilizados para este tipo de aplicaciones, es un
poliéster, termoplastico derivado de recursos renovables como el almidén de maiz, es
biodegradable y sus productos de degradacidn no son téxicos ni cancerigenos. Ademas, se
incluyd a la gelatina, un polimero natural, producto de la hidrélisis del colageno, es

altamente biocompatible debido a sus numerosos sitios de union celular. Se trabajo
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también con elastina, una proteina importante presente en la MEC, es la segunda mas
abundante, su funcién principal es la de proporciona elasticidad y resistencia; También

interactda con las células a través de mecanismos bioquimicos especificos.” 28-32

En el presente trabajo se presenta la preparacidon y caracterizacion de membranas
de PLA, gelatina y elastina para la liberacion de Clindamicina y su uso potencial como

andamio para el cultivo celular.



OBIJETIVOS
GENERAL:

Preparar por electrohilado vy electroaspersion materiales poliméricos, para su
caracterizacidn y evaluacién de su aplicacién potencial como sistema de liberacién y como

andamios para cultivo celular.

PARTICULARES:

* Preparar por la técnica de electrohilado y electroaspersién materiales poliméricos

a base de acetato de celulosa, PVP y epicatequina en arreglo sencillo.

* Preparar por la técnica de electrohilado y electroaspersién materiales poliméricos

a base de acetato de celulosa, PVP y epicatequina en arreglo coaxial.

* Evaluar las propiedades de los materiales de acetato de celulosa, PVP vy
epicatequina mediante espectroscopia de infrarrojo, calorimetria diferencial de
barrido, analisis termogravimétrico, propiedades mecanicas, microscopia

electrdénica de barrido y microscopia electrdnica de transmision.

* Evaluar las propiedades de liberacidon de (-) epicatequina de cada uno de los

sistemas preparados.

* Determinar el mecanismo de liberacion de (-) epicatequina para cada uno de los

sistemas preparados.

* Preparar por la técnica de electrohilado y electroaspersion materiales basados en

PLA, elastina y gelatina cargados con clindamicina

* Evaluar las propiedades de los materiales de PLA, elastina y gelatinas cargados con
clindamicina, mediante espectroscopia de infrarrojo, calorimetria diferencial de
barrido, analisis termogravimétrico, propiedades mecanicas, microscopia

electrdénica de barrido y microscopia electrénica de transmision.

* Evaluar las propiedades de liberacién de clindamicina en el medio adecuado.



Determinar el mecanismo de liberacion de clindamicina para los sistemas

preparados.

Realizar pruebas de viabilidad y toxicidad celular de las membranas en los cultivos

seleccionados.



ANTECEDENTES GENERALES

Técnica de electrohilado

Generalidades

Se sabe que la formacién de nanofibras a través del electrohilado se basa en el
estiramiento o alargamiento uniaxial de un chorro viscoelastico derivado de una solucién
o fusién de polimero. Una configuracion tipica de un equipo de electrohilado se compone
principalmente de una fuente de poder de alto voltaje, una bomba de jeringa que permita
controlar la velocidad de salida de las soluciones poliméricas de las agujas y un colector
conductor conectado a tierra. Durante el proceso de electrohilado, cuando se suministra
alto voltaje, la gota de solucién de polimero en la punta de la aguja se deforma en forma
de cono (generalmente llamado cono de Taylor) bajo las fuerzas electrostaticas. La fuerte
fuerza electrostatica ha sido considerada como la fuerza impulsora para iniciar el proceso
de electrohilado. Bajo la fuerza de un fuerte campo electrostatico, el chorro de solucién
cargada en la punta de la aguja cambia su tamafio para mantener el equilibrio de la
fuerza. Con el aumento de la intensidad del campo electrostatico, las cargas de induccién
en la superficie se repelen entre si y producen tensiones de corte. Estas fuerzas repulsivas
actuan en la direccion opuesta a la tensién superficial, lo que lleva a la extensién de la
solucién a caer en un cono de Taylor. Cuando el campo electrostdtico alcanza el voltaje
critico, se rompe el equilibrio de las fuerzas repulsivas y, por lo tanto, se expulsa un chorro
cargado desde la punta de la gota cdénica, generando fibras de escalas de algunas micras e

incluso generado fibras nanométricas. 33736



Siendo este el principio de la técnica de electrohilado, representa una alternativa
atractiva para generar materiales con caracteristicas especificas, tales como, fibras de
escalas micro y nanométrica, con una alta area superficial y con la capacidad de modificar
su estructura, ya que se pueden encontrar diferentes variantes de la técnica de
electrohilado, como el de disposicidn sencilla, de tipo coaxial, e incluso triaxial. Este tipo
de materiales que constan de varias capaz, representan es una gran alternativa para la
obtencién de materiales adecuados para utilizar en aplicaciones como dispositivos de

liberacion. 3! En la Figura 1 se presenta una representacion esquematica del sistema de

Agujas coaxiales ‘@

Colector =
______ o] 1]23]4]5] —
—————— 6[7]8[o] |

electrohilado.

Solucién nucleo

Solucién coraza

| B
s = |

Fuente de poder

Figura 1. Representacion esquematica del método de electrohilado.
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Técnica de electroaspersion

Generalidades
La electroaspersion es una técnica que se encuentra dentro de las llamadas

técnicas de electrohidrodinamica, esta involucra la aplicacion de alto voltaje a un capilar o



aguja por medio del cual fluye la solucidn polimérica, generando un chorro fino que
posteriormente se desintegra en forma de gotas, las cuales mediante la evaporacién del
solvente permite la obtencidon de particulas, el tamafio de estas puede variar desde
cientos de micrometros a varias decenas de nandmetros. La distribucion del tamafo de las
particulas puede ser casi monodispersas debido a la carga que poseen al ser sometidas al
campo eléctrico generado por el alto voltaje, este tipo de particulas son de gran interés
para una gran gama de aplicaciones como son el desarrollo de sistemas de liberacion de
farmacos, administracion dirigida de agentes terapéuticos, encapsulacién de aditivos u
otro tipo de sustancias de interés en las industrias cosmética y alimentaria, entre otros.
2642745 3 electroaspersion representa de entre las técnicas de generacion de micro y nano
particulas una gran alternativa, ya que ofrece multiples ventajas, como por ejemplo
permite obtener materiales capaces de encapsular ciertos agentes, de manera que les
confiere cierta proteccién, es posible obtener particulas con una alta capacidad de carga y
eficiencia de encapsulacion, y

por lo tanto se obtiene un mejor aprovechamiento de la sustancia encapsulada. 64’ En la

Figura 2 se muestra una representacién esquematica del sistema de electroaspersion.



Agujas coaxiales

Solucién nicleo

Solucién coraza
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Figura 2. Representacion esquematica del método de electroaspersion.

Sistemas de liberacion de farmacos.

Actualmente la investigacidn sobre cémo mejorar los métodos de administracidn
de farmacos se esta dirigiendo hacia la busqueda de dispositivos a micro o nano escala. Un
sistema ideal de suministro de farmacos debe ser capaz de controlar o modular la
liberacion de este, asi como dirigirlo hacia zonas especificas. La focalizacién asegurard una
alta eficiencia del farmaco y reducira los efectos secundarios de este, especialmente
cuando se trata de medicamentos que, al llevar a cabo su efecto terapéutico, suelen tener
una selectividad sobre sus sitios de accién y pueden causar daiios colaterales o efectos
secundarios. La reduccidon o prevencion de estos efectos se puede lograr mediante la

liberacion controlada de los farmacos. La formulacidén de este tipo de sistemas de tamarno
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nanomeétrico es muy atractiva por diferentes razones, una de las mas importantes es el
aumento en el area superficial, ayudando a unir, adsorber o transportar compuestos tales

como farmacos, enzimas, proteinas, etc. 48>0

Las tecnologias de administracion de farmacos se pueden clasificar de acuerdo con
el método de administracion y el sitio de accion previsto. Ambos pueden ser locales o
sistémicos. El método de administracion se denota a la forma en cémo se introduce un
agente en el cuerpo, mientras que el sitio de accién se relaciona con el lugar del cuerpo en
el que termina el agente. El efecto sistémico generalmente se logra después de la
administracion intravenosa u oral de los farmacos: el medicamento se distribuye por todo
el cuerpo, incluso si el objetivo es una parte relativamente pequena del cuerpo. En el caso,
de los farmacos administrados de manera sistémica, el farmaco se distribuye por todo el
cuerpo para lograr una concentracion terapéutica en el sitio de interés. La presencia de
altas concentraciones de farmacos en sitios fuera del objetivo como se ha mencionado
anteriormente provoca efectos secundarios. Para lograr la mayor eficiencia dentro de un
sistema de liberacidn es importante hablando de la concentracién de farmaco cumplir con
puntos importantes, estos son que la concentracidn de farmaco esté por encima del nivel

minimo eficaz y debajo de la concentracidon maxima segura>=>3

Por otra parte, la administracion controlada de farmacos mejora Ia
biodisponibilidad de los farmacos mediante la prevencion de la degradacién prematuray a
su vez mejora la absorcidon de estos, un sistema de liberacién controlada se enfoca en
mantener la concentracion de farmaco dentro de la ventana terapéutica adecuada para

cada tipo de farmaco.>*>°
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Electrohilado y electroaspersidn en los sistemas de liberacién de farmacos.

Los materiales obtenidos por los métodos de electrohilado y electroaspersion se
consideran dispositivos con capacidades potenciales para el desarrollo de sistemas para la
administracion de farmacos. La versatilidad de los materiales que pueden someterse a
estas técnicas es otra de las razones por las que son consideradas adecuadas, ya que
pueden generar materiales que cumplan con los requerimientos especificos para esta
aplicacion. Polimeros biodegradables y biocompatibles son los usados generalmente para
el disefo de dispositivos de administracion de farmacos debido que estas caracteristicas
son indispensables, no representan dafio al paciente durante su uso y garantizan una

eliminacion sin ningun efecto nocivo. >>°7°8

Actualmente el uso del electrohilado coaxial para incorporar farmacos a las fibras ha
tomado un auge importante. Esto se debe a que las fibras de cierta forma protegen a
estos agentes encapsulados de la reaccién de su entorno circundante donde se liberan.
Ademas, tiene la capacidad de atrapar el agente encapsulado hasta que sea necesario
liberarlo y, esta liberacidn se puede dar de manera controlada, ya que las fibras estan

disefiadas para proporcionar una liberacién controlada del agente encapsulado. >°-*
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1.1. ANTECEDENTES

Acetato de celulosa (AC)

Debido al creciente interés en los problemas ambientales asociados con los
polimeros sintéticos, hay una tendencia emergente hacia el uso de polimeros de origen
natural en lugar de los sintéticos. Entre estos polimeros naturales, la celulosa, que se
forma de unidades repetitivas de B-glucopiranosa unidas mediante enlaces [B-1,4-O-
glucosidico, es un polimero de estructura fibrosa con alto cristalinidad, ademds posee la
ventaja de ser el biopolimero mas abundante en la tierra.®%%3 En la Figura 3 se muestra la

estructura quimica del acetato de celulosa.

El acetato de celulosa (AC) es un derivado bien conocido de celulosa y se ha
utilizado en un amplio campo de aplicaciones, como un adhesivo, base de la pelicula en la
fotografia o en procesos de separacién (por ejemplo, filtracion, ésmosis inversa), para el
desarrollo de materiales con uso en la biomedicina se convierte en uno de los candidatos
ideales ya que posee dos de las cualidades esenciales que son biocompatibilidad y
biodegradabilidad. El acetato de celulosa se produce por la acetilaciéon de celulosa, esta
puede ser de manera heterogénea u homogénea. En contraste con la celulosa, el acetato
de celulosa posee una estructura mucho menos cristalina y por lo tanto exhibe una mejor

solubilidad en disolventes orgdnicos comunes como la acetona.?®
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http://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_glucos%C3%ADdico

Figura 3. Estructura quimica del aetato de celulosa.

Poli (vinilpirrolidona) (PVP)

El poli (vinilpirrolidona) (PVP) es un polimero sintético, higroscopico, muy soluble
en agua, su unidad estructural repetitiva es (CsHoNO)n. Actualmente el poli
(vinilpirrolidona) es ampliamente utilizado en el area de la biomedicina, esto debido a sus
buenas propiedades de, bio y hemocompatibilidad, no toxicidad, buenas propiedades
formadoras de complejos, habilidad para generar diferentes estructuras, alta resistencia
quimica y térmica, afinidad por el complejo tanto de sustancias hidrofilicas como
hidrofébicas, muy buena solubilidad en agua y muchos solventes organicos, ademas
diversos estudios han demostrado que la PVP de bajo peso molecular se elimina facil y
completamente a través de los rifiones tras su administracién oral. 645> En la Figura 4 se

presenta la estructura quimica del PVP.

El PVP es un componente util para aumentar la velocidad de disolucién de muchos
farmacos hidréfobos, ya que puede funcionar como un inhibidor de la recristalizacién. Por
esta razén, se ha propuesto utilizar este polimero junto a farmacos hidréfobos para

mejorar su biodisponibilidad en varios procesos. Recientemente el PVP se ha propuesto
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para la produccidon de ciertas estructuras como fibras y particulas poliméricas cargadas
con farmaco, de manera que estas estructuras funcionen como sistemas capaces de

liberar cantidades controladas de una amplia gama de agentes bioactivos.6-68

Figura 4. Estructura quimica del poli (vinilpirrolidona).

Epicatequina

Actualmente se ha estudiado y promovido el consumo de alimentos con ciertos
valores agregados, es decir aquellos que poseen componentes que ademas de participar
como nutrientes aporten algo mas. Tal es el caso del cacao, su alto contenido de
flavonoides ayuda a tener una vasodilatacién dependiente de la sintesis de dxido nitrico.
Este tipo de estructuras, pueden actuar como antioxidantes y pueden inhibir la agregacién
plaquetaria, la oxidacidon de lipoproteinas de baja densidad, inflamacion, generacién de
especies reactivas de oxigeno, ademdas pueden aumentar la resistencia a la insulina. 870
Existe un amplio grupo de flavonoides presentes en la naturaleza, entre ellos se encuentra

la Epicatequina, esta proviene del cacao, en estudios realizados se encontré que los

15



efectos vasculares del cacao pueden ser reproducidos por la Epicatequina, por lo que al
cacao se le confieren propiedades vasodilatadoras debido a la presencia de este tipo de
moléculas. La epicatequina tiene tres anillos de hidrocarburos que consisten en seis
grupos hidroxilo en diferentes posiciones. En la Figura 5 se presenta la estructura quimica
de la epicatequina. Estudios afirman que la Epicatequina induce la relajacién de los anillos
adrticos y estimula la produccién de 6xido nitrico, por medio de la activacién de la dxido

nitrico sintasa. Por otro lado, se ha demostrado que el consumo de Epicatequina de forma

oral previene la formacion de especies reactivas de oxigeno.”*’?
OH
HO O o
‘ OH
"'ll,
‘OH
OH

Figura 5. Estructura quimica de la Epicatequina.
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1.2. Experimental

Materiales

Los materiales utilizados en este trabajo se presentan a continuacion:

Acetato de celulosa (AC) 39.7 wt % de acetilacidn, peso molecular (Mw) = 50 000
(Aldrich)

e Poli vinilpirrolidona (PVP) Mw = 360 000 (Aldrich)

e Etanol (Fagalab)

e Acetona (Fagalab)

e (-) Epicatequina Mw=290.27 (Aldrich)

e Agua Mili-Q.

Todos los reactivos grado reactivo fueron utilizados sin ningin tratamiento previo.

Preparacion de los sistemas poliméricos de Acetato de celulosa, PVP y Epicatequina

(AC/PVP-Epi/AC).

Se prepararon diferentes sistemas poliméricos, con diferentes morfologias vy
arreglos; fibras y esferas, asi como sistemas combinando fibras y esferas en arreglo coaxial
y sencillo. Los polimeros utilizados fueron acetato de celulosa (AC), poli (vinil pirrolidona)

(PVP) y (-) epicatequina (Epi) como agente para liberar. Se prepararon soluciones en
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concentraciones de 1% y 8% (p/v) respectivamente para cada una de las diferentes

morfologias.

Se prepard una solucion de AC al 1% para lo cual se pesaron 0.179 gramos, y para la
solucion al 8% en peso, se pesaron 1.43 gramos. Para ambas soluciones se utilizé una
mezcla de solventes de acetona-agua en una proporcidon 80:20, para lo cual se midieron
16.7 ml de acetona y 3.3 ml de agua destilada. Las soluciones se mantuvieron en agitacion
magnética constante a temperatura ambiente. Para la soluciéon de PVP al 1 % se pesaron
0.2 gramos y para la solucién al 8% en peso, se pesaron 1.6 gramos. Para ambas
soluciones se utilizé una mezcla de solventes etanol-agua, en una proporcion 85:15, para
lo cual se midieron 17 ml de etanol y 3 ml de agua destilada. De igual manera la solucion
se mantuvo en agitacién magnética a temperatura ambiente. En la Tabla 1 se muestra las
condiciones de las soluciones preparadas. Una vez listas las soluciones de PVP al 8% y 1%,
se tomaron 5 ml de cada una a los que se les agregaron directamente 0.05 gramos de (-)
epicatequina, y se mantuvieron en agitacibn magnética constante a temperatura

ambiente.

Para determinar las condiciones de preparacion de los materiales se modificaron
diferentes pardmetros del proceso de electrohilado, que fueron: voltaje aplicado,
velocidad del flujo de salida de las soluciones poliméricas y la distancia de la punta de la
aguja a la placa colectora.

Se prepararon diferentes sistemas, con morfologias de fibras, esferas, asi como sistemas

combinados fibra/esfera en disposicion simple o coaxial, que contenian los tres
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componentes, AC, PVP y Epi. También se prepararon materiales con esas caracteristicas,
pero sin la presencia de PVP, con el objetivo de evidenciar el efecto de este en los
diferentes sistemas. Una vez obtenidas las soluciones se colocaron en jeringas de plastico
de 6 ml se utilizaron agujas concéntricas para el arreglo coaxial con didgmetros de 0.8 y 1.5
mm .En el caso de arreglo sencillo se utilizé la aguja de mayor didmetro para la obtencién
de los materiales. Para el arreglo coaxial la solucién de AC correspondia a la fibra coraza,
mientras que la solucién de PVP + (-) epicatequina a la fibra nucleo. Para la obtencién de
estos materiales se vario el rango del voltaje aplicado en un intervalo de 12 — 17 Kv de una
fuente de poder de alto voltaje marca Spellman, modelo CZE 1000R. La velocidad de salida
de las soluciones poliméricas se varié en un rango de 0.1 — 4.0 mLh!, empleando una
bomba para jeringa kdsCientific. La distancia de la punta de la aguja a la placa colectora se

vario de 12 — 15 cm. La placa colectora fue una lamina de aluminio de 10 x 10 cm.

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes sistemas de CA, PVP y Epicatequina.

) .. Concentracion Contenido de
Muestra Arreglo Morfologia Solucién ] .
(%) Epicatequina (mg)

AC/PVP-Epi/AC Coaxial Fibra AC, PVP 8 40
AC/PVP-Epi/AC Coaxial Esfera AC, PVP 1 40
AC/PVP-Epi/AC Coaxial Fibra/esfera AC, PVP 8y1 40
AC/PVP-Epi Sencillo Fibra AC, PVP 8 40
AC/PVP-Epi Sencillo Esfera AC, PVP 1 40
AC/PVP-Epi Sencillo Fibra/esfera AC, PVP 8yl 40
AC-Epi Sencillo Fibra AC 8 40
AC-Epi Sencillo Esfera AC 1 40
AC-Epi Sencillo Fibra/esfera AC 8yl 40
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Caracterizacion morfoldgica de los materiales.

Los materiales obtenidos de cada sistema, fibras, esferas y fibra-esfera, se
caracterizaron morfoldégicamente, con un SEM, JEOL 5410LV. Un haz de electrones de 15y
20 kV de intensidad fue utilizado en alto vacio; Las muestras fueron recubiertas con una
pelicula de oro previamente a ser observadas. Se midieron los didametros promedio de las

fibras y esferas, utilizando el software ImageJ con un recuento de 50 unidades.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier. (FTIR)

Para confirmar la presencia de todos los componentes en los sistemas, se realizé
una evaluacién espectroscopica utilizando un modelo PerkinElmer Frontier, utilizando la
técnica de pastilla de bromuro de potasio (KBr); Las sustancias fueron analizadas sin
ningun tratamiento previo. Para obtener los espectros infrarrojos (IR) por reflectancia
total atenuada (ATR), se utilizd el mismo equipo, pero utilizando el accesorio para ATR,
esta técnica se utilizé para los materiales que contienen fibras. Lo estudios de FTIR se

realizaron antes y después de los ensayos de liberacién.

Analisis termogravimétrico.

El analisis termogravimétrico se llevd a cabo utilizando un equipo Perkin Elmer
Pyris 1 TGA. Se pesaron muestras de aproximadamente 4 mg y se sometieron a
calentamiento de 25 a 600 °C, con una velocidad de calentamiento y enfriamiento de 10

°C min! bajo una atmdsfera de nitrégeno.
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Calorimetria diferencial de barrido.

Para las pruebas de calorimetria diferencial de barrido, se colocaron 8 mg de
muestra en cestas de aluminio y se calentaron de 25 a 600 °C con una velocidad de
calentamiento de 10 °C min'! en atmdsfera de nitrégeno en un equipo Perkin Elmer DSC

8500.

Ensayos de liberacion de epicatequina en sistemas de fibras, esferas y fibra/esfera.

Para evaluar la capacidad de liberacion de epicatequina de los diferentes sistemas
de AC, PVP-Epicatequina en el caso de los materiales fibrosos se colocaron las membranas
completas tal y como se obtuvieron, en el caso de las esferas se recolectaron los polvos,
una vez pesados se formaron pastillas de 1.3 cm de didmetro. Una vez que se tuvieron las
muestras se colocaron en 400 mL de agua grado mili-Q como medio de liberacion, se
mantuvieron en agitacién magnética constante. En intervalos de tiempo determinados se
tomaron alicuotas de 3 mL, para el monitoreo de la cantidad de epicatequina presente en
el medio de liberacién. Se mantuvo un volumen constante en el medio, una vez tomada la
lectura de la cantidad de epicatequina en la alicuota, esta fue regresada al medio de
liberacion. Las alicuotas se colocaron en una celda de cuarzo, y se usé un
espectrofotémetro UV-vis marca Perkin ElImer modelo Lambda 20, para obtener los

valores de absorbancia utilizando una longitud de onda de 278.82 nm. Las mediciones se
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hicieron hasta alcanzar el equilibrio de la liberacién en el sistema. Se siguidé este mismo

procedimiento para todos los ensayos de liberacion de los diferentes sistemas.

Para obtener la cinética de liberacidn, se graficd la absorbancia contra el tiempo.
Dichos valores se interpolaron en una curva de calibracién previamente realizada para
conocer la cantidad de epicatequina liberada en el medio. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado.

Ajuste a modelos de liberacion.

Con los datos obtenidos de los ensayos de liberacién se realizé6 un ajuste a los
siguientes modelos de liberacién: Korsmeyer and Peppas, Higuchi y orden Zero mediante
los cuales se determind, el mecanismo que rige la liberacidn de los diferentes sistemas. En

la Tabla 2 se muestran los modelos con sus férmulas correspondientes.

Tabla 2. Ecuaciones de los modelos matematicos en la liberacion de farmacos.

Modelo Ecuacidn
Mt e
Korsmeyer & Peppas Moo P
Higuchi Mt _ Kt
Moo
Mt
Orden Zero — Kt
Moo
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1.3. Resultados y discusiones

Preparacion de los sistemas poliméricos de Acetato de celulosa, PVP y Epicatequina.

Se determinaron los pardmetros para la preparacién de los diferentes sistemas,

para el caso de fibras se utilizaron soluciones al 8% en peso de los polimeros AC y PVP con

un contenido de Epicatequina del 1%. Para el caso de las fibras tanto sencillas como

coaxiales los valores de flujo aplicado fueron de 3.5 mLh, 15 kV de voltaje y una distancia

de la punta de la aguja a la placa colectora de 15 cm. Mientras que para las esferas tanto

coaxiales como sencillas se utilizaron los siguientes parametros, un flujo de 0.5 mLh, 17

kV de voltaje y una distancia de la punta de la aguja a la placa colectora de 12 cm. En Ia

Tabla 3 se muestran los pardmetros y caracteristicas de cada uno de los materiales

preparados.

Tabla 3. Condiciones de preparacién para los diferentes sistemas de CA, PVP y

Epicatequina.

Concentracién (mg mL?)

Material Arreglo Flujo Distancia Voltaje

AC PVP Epi (mLh?) (cm) (kV)
Fibra Coaxial 80 80 10 3.5 15 15
Esfera Coaxial 10 10 10 0.5 12 17
Fibra Sencillo 80 80 10 3.5 15 15
Esfera Sencillo 10 10 10 0.5 12 17
Fibra Sencillo 80 - 10 3.5 15 15
Esfera Sencillo 10 - 10 0.5 12 17
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Microscopia Electrénica de Barrido. (MEB)

La caracterizacion morfolédgica fue realizada por MEB. La Figura 6 muestra las
micrografias obtenidas de los diferentes sistemas, la seccién (a) corresponde a las fibras
obtenidas por electrohilado coaxial, se muestran fibras con una superficie lisa, sin poros, y
con un diametro promedio de 1.2 £ 0.20 um. La seccién (b) muestra las esferas obtenidas
por electroaspersion coaxial, donde se observa la forma esférica y la superficie lisa de las
esferas, no se observa la presencia de poros o alguna otra irregularidad en su superficie,
es posible apreciar una distribucién estrecha del tamafio, el tamafio promedio de las
esferas corresponde a 680 + 70.1 nm. En el caso de los sistemas de fibra/esferas, en las
secciones (c), se observa la presencia de fibras lisas, de forma visiblemente cilindrica, con
ausencia de poros, con un didmetro promedio de 830 + 41.2 nm, también se pueden
observar esferas de una forma redondeada, superficie lisa y sin poros o alguna otra
irregularidad, con un tamafo promedio de 711 + 25.0 nm. Nos encontramos con estas
estructuras con caracteristicas muy similares a los materiales solos y es de esperar ya que
para obtener los sistemas combinados fibra/esfera, se prepard una capa de fibras y sobre
ella se colocd una capa de esferas, como se describe en la seccion experimental. Las
secciones (d-f) muestran los sistemas CA/Epi en una disposicion sencilla. El inciso (d)
corresponden a las fibras AC/Epi, se observan sin presencia de gotas o poros, y con un

didametro promedio de 879 + 57.2 nm. El inciso (e), se presentan las esferas de AC/Epi, las
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cuales tienen una forma redondeada, y una superficie lisa con ausencia de poros, su
didmetro promedio es 987 + 70.1 nm. Finalmente, el inciso (f) nos muestra el sistema
combinado de fibras/esferas, AC/Epi, se observan fibras cilindricas, con superficie lisa y un
diametro promedio de 366 20.1 nm, y particulas de forma esférica y didmetro promedio

de 1.5 0,25 pm.

Figura 6. Micrografias a 5000X de los sistemas coaxiales de AC/PVP-Epi/AC (a) fibras, (b)
esferas, (c) fibra/esfera. Sistemas simples AC/Epi (d) fibras, (e) esferas y (f) fibra/esfera.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).
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La espectroscopia FTIR se llevd a cabo con el propdsito de identificar las sefales
caracteristicas de los componentes de los diferentes sistemas y poder demostrar la
presencia o ausencia de estos componentes, asi como alguna posible interaccién entre
ellos. En la Figura 7, se muestran los espectros IR de cada uno de los componentes, el
inciso (a) corresponde al espectro de epicatequina, a 3453 cm™ se observa la sefial
correspondiente a los estiramientos de los grupos OH, asi como el estiramiento olefinico
C-H presente en la molécula en 2932 cm™, a 1441 cm™, el doblez olefinico C-H estd
presente, y a 1100 cm™, se observd la sefial asignada al C-O del grupo éter. La seccién (b)
corresponde al espectro PVP, donde se puede observar la sefial del grupo C=0
correspondiente al grupo amida que aparece a 1658 cm™, asi como la sefial de vibracion
C-N a 1290 cm™. El espectro AC (c) muestra su sefial caracteristica de la vibracion del
grupo éster del grupo C=0 a 1759 cm™. La Figura 7 muestra también los espectros
correspondientes a cada uno de los sistemas estudiados, en la parte (d), se muestra en el
espectro de fibra coaxial de AC/PVP-Epi/AC, donde se pueden observar las sefiales
caracteristicas del grupo C=0 : a 1745 cm™ en la AC, asi como a 1657 cm™
correspondiente al grupo amida presente en la molécula PVP, y las sefiales del (-) Epi se
observan en 3403 y 2953 cm™, esas son atribuido a las vibraciones de estiramiento de los
grupos -OH y C=CH, respectivamente, asi como a la sefal de vibracion C-N presente en la
molécula a 1288 cm™, en secciones (e, f), los espectros de las esferas y la fibra combinada
/ esfera del sistema de AC/PVP-Epi/AC en disposicidon coaxial se presentan
respectivamente, donde de manera similar se pueden observar estas sefiales

caracteristicas de cada uno de los componentes.
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Por otro lado, la seccién (g) corresponde a las fibras de AC/Epi en disposicion
simple, las sefiales caracteristicas de estos componentes se presentan en 3462 y 2939
cm™, correspondientes a las vibraciones de estiramiento de los grupos -OH y -C = CH
respectivamente, asi como la sefial del grupo C=0 a 1745 cm™, atribuido al AC. Las
secciones (h, i) corresponden a los sistemas en disposicion simple, esferas y fibra/esfera
de CA/Epi, respectivamente. En cada uno de ellos, podemos encontrar las sefales
caracteristicas de los diferentes grupos funcionales presentes en las moléculas de los
componentes puros, que indican la presencia de estos en los diferentes sistemas. Se
observan algunos cambios en la posicidon de estas sefiales, esto es indicativo de posibles
interacciones entre los componentes. Las muestras (d—f) contienen los tres componentes,
sin embargo, estan presentes en diferentes proporciones como se muestra en la Tabla 1,y
esto modifica el nimero de interacciones que se refleja en los desplazamientos de las
bandas caracteristicas de cada componente. Ademas, los espectros (d) y (f) se obtuvieron

usando la técnica ATR y (e) el espectro se obtuvo usando la técnica de pastilla de KBr.

La Figura 8 muestra las ampliaciones de algunos espectros de la Figura 7 para
mostrar mejor la posible interaccidn por puente de hidrégeno entre la epicatequina y el
AC, y entre epicatequina y PVP, siguiendo la sefial del grupo carbonilo presente en ambos
polimeros. Como se sabe, los desplazamientos de esta sefal son evidencia de
interacciones moleculares como son los puentes de hidrogeno. Se puede observar que la
sefial de carbonilo en el AC puro aparece a 1759 cm™, por otro lado, en presencia del Epi
aparece a 1745 cm™. La sefial del grupo carbonilo en el PVP aparece a 1658 cm™ vy la

misma sefial aparece a 1657 cm™ cuando la epicatequina estd presente. El
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desplazamiento del grupo carbonilo para el AC fue de 14 cm™ y el cambio de sefial de

carbonilo en el PVP fue de 1 cm™, ambos desplazamientos fueron hacia el rojo, un

desplazamiento batocromatico, a energias mas bajas, lo que concuerda con lo que ya se

ha informado. para grupos carbonilo que forman un enlace de hidrégeno. La diferencia en

la magnitud de los desplazamientos puede explicarse porque cada mondmero AC tiene

tres sitios posibles para formar puentes de hidrégeno, mientras que el monémero PVP

tiene solo un sitio posible para la interaccién del enlace de hidrégeno con el (-) Epi.

También debe considerarse que la muestra en la seccién (d) de la Figura 7 también

contiene AC.
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Figura 7. Espectros FTIR de los componentes individuales (a) (-) Epi, (b) PVP, (c) CA, los
sistemas coaxiales AC/PVP-Epi/AC (d) fibras, (e) esferas, (f) fibra/esfera y sistemas simples
CA/Epi, (g) fibras, (h) esferas vy (i) fibra/esfera.
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Figura 8. Espectros de FTIR de los componentes individuales (a) AC, (b) AC-Epi, (c) PVPy
(d) PVP-Epi.

Analisis Térmicos.
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Analisis termogravimétrico.

En la Figura 9 (a), los termogramas para AC, PVP y (-) Epi se muestran
individualmente. Se observa que el AC y PVP presentan una degradacién de un solo paso,
las pérdidas de peso mas significativas ocurren a 300 °C y 400 °C para AC y PVP,
respectivamente. (-) Epi muestra una primera pérdida de peso entre 250 °Cy 278 °C. En la
seccion (b), se presentan los termogramas de los sistemas de disposicién coaxial, todas las
muestras presentan una primera inflexion o pérdida de peso alrededor de 40 °C, atribuida
a los solventes que quedan en la muestra, en el caso de fibras de AC/PVP-Epi/AC se
observaron pérdidas de peso, a los 206 °C, 377 °C y 445 °C, atribuidas a (-) Epi, AC y PVP,
respectivamente. De tal manera, que se confirma la presencia de cada uno de los
componentes en el sistema. Las esferas de AC/PVP-Epi/AC tienen tres pérdidas de peso
entre 202 °Cy 435 °C, mientras que la fibra/esfera combinada solo tiene dos caidas a 424
°Cy 440 °C, la pérdida de peso atribuida a la (-) Epi podria ser superpuesta con la del AC.
La seccion (c) muestra los termogramas correspondientes a los sistemas en una
disposicion simple. En estos casos, las pérdidas de peso relacionadas con (-) Epi no se
observan debido a una superposicion con las del AC. El sistema fibroso de AC-Epi muestra
una pérdida de peso a 371 °C, las esferas muestran caidas a 216 °Cy 358 °C, mientras que
el sistema de fibra/esfera muestra una pérdida de peso a 361 °C. Por medio de los
estudios termogravimétricos, se pudo verificar la presencia de cada componente en el
material, los porcentajes en peso que aparecen, concuerdan con las cantidades utilizadas

para la preparacién de cada muestra.
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31



Calorimetria diferencial de barrido.

Se realizaron estudios de calorimetria diferencial de barrido para demostrar las
interacciones de enlace de hidréogeno que se producen entre el farmaco y los otros dos
componentes de las muestras, que se reflejan en los cambios en la Tg de los polimeros
puros. La Figura 10 muestra el DSC de AC, PVP, AC-Epi y PVP-Epi. Los cambios en la Tg se
pueden observar en la Figura 10, se observaron cambios en la Tg de ambos polimeros
cuando (-) Epi estd presente, lo que confirma la hipdtesis de que se producen
interacciones de enlace de hidrégeno entre los componentes de cada sistema, estos

resultados coinciden con los obtenidos por FTIR y ATR.
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Figure 10. Curvas DSC de AC, PVP, AC-Epi y PVP-Epi.
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Ensayos de liberacion de (-) epicatequina.

Para evaluar la cinética de liberacidn, fue necesario preparar sistemas simples y
coaxiales de fibras, esferas y fibra/esfera. Se evalud la capacidad de liberacién de
epicateauina de todos los diferentes sistemas; se realizaron ensayos de liberacién en agua
milli Q como medio de liberacion. En la Figura 11, se muestran las cinéticas de liberacién
para los sistemas coaxiales, la seccién (a) corresponde a la membrana fibrosa de AC/PVP-
Epi/AC. Se observd una liberacion continua, en la que se alcanzé el equilibrio a los 210
minutos, después de una liberacidn del 98.8% de la epicatequina contenida inicialmente
en la membrana. En la parte (b), se presenta la cinética de liberacidon de las esferas
AC/PVP-Epi/AC, donde encontramos una liberacidén en dos etapas: la primera corresponde
a los primeros 46 minutos, donde se liberd aproximadamente el 63% del flavonoide, y la
segunda etapa con una liberacién mas lenta, el equilibrio se alcanzé a los 64 minutos con
una cantidad total de liberacion del 72.8% del contenido inicial de epicatequina. La
seccion (c) muestra la cinética de la liberacion del sistema de fibra/esfera, AC/PVP-Epi/AC,
se observd una liberacidn continua, donde el equilibrio se alcanza a los 230 minutos con
un porcentaje de liberacién del 85.4% del contenido inicial. La Figura 12 inciso (a) muestra
la cinética de liberacién de las fibras AC-Epi en una disposicién sencilla, que alcanza el
equilibrio en un tiempo de 200 minutos con un porcentaje de liberacion del 45% de su
cantidad inicial, el inciso (b) presenta la cinética de liberacidn de las esferas de AC-Epi
también en una disposicion sencilla, alcanzando el equilibrio a los 120 minutos con un
porcentaje de liberacion del 30%. En el caso del sistema de fibra/esfera en una disposicion

sencilla, que se muestra en el inciso (c), el equilibrio se alcanzé a los 483 minutos con un
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porcentaje de liberacion del 61%. En ninguno de estos sistemas de disposicién sencilla, se
observa una liberacion de rafaga; por el contrario, la liberacion es continua. La Figura 13
(a) muestra la cinética de liberacion de las fibras AC/PVP-Epi en una disposicidn sencilla,
gue alcanza el equilibrio en un tiempo de 186 minutos con un porcentaje de liberacién del
98.1% con respecto a su cantidad inicial, el inciso (b) presenta La cinética de liberacion de
las esferas de AC/PVP-Epi en arreglo sencillo, alcanza el equilibrio a los 120 minutos con
un porcentaje de liberacidon del 78%. En el caso del sistema de fibra/esfera en arreglo
sencillo, se muestra en el inciso (c), el equilibrio se alcanzé a 141 minutos con un
porcentaje de liberacion del 89%. También se observa una liberacién continua para todos
estos casos. Los sistemas estudiados mostraron una tasa de liberacién entre 0.05 y 0.56
mg/min. La morfologia del material, fibra o esfera, asi como la ubicacion del flavonoide en
cada morfologia, coaxial o simple, determinan la cinética de liberaciéon, es decir,
porcentajes de liberacién y tiempo para alcanzar el equilibrio, estos son factores
importantes para la administraciéon de farmacos. Usando la morfologia de la fibra, tanto
coaxial como simple, se observaron porcentajes de liberacién mayores y tiempos mas
largos para alcanzar el equilibrio que las esferas para cada sistema, como se resume en la
Tabla 4. En el caso de las fibras, el sistema coaxial mostré un mayor tiempo para alcanzar
el equilibrio en comparacién con el sistema simple, ambos con PVP, esto puede deberse a
gue la epicatequina permacene confinada en el nucleo de la fibra. Para todos los casos, la
presencia de PVP aumenta en aproximadamente un 50% el porcentaje de liberacién en
comparacion con aquellos que no contienen PVP, porque es soluble en el medio de

liberacion. En general, se recomienda usar fibras para lograr porcentajes mas altos de
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Liberacion acumulativa de Epicatequina (%)

liberacion de farmacos y, por otro lado, usar esferas para tener tiempos mds cortos de

liberaciéon de farmacos
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Figura 11. Cinética de liberacion de los sistemas AC, PVP y (-) Epi, (AC/PVP-Epi/AC) en
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Ajuste de los datos experimentales a modelos matematicos.

Las Figuras 14, 15 y 16 muestra los ajustes de las cinéticas de liberacién para los
diferentes sistemas que contienen AC y PVP para la liberacién de (-) epicatequina. Se
utilizaron los modelos, Korsmeyer & Peppas, Higuchi y de orden cero. En el modelo
Korsmeyer & Peppas, el parametro Kp representa la constante cinética de liberacién y el
parametro exponencial n representa el mecanismo de liberacién. En el modelo de Higuchi,
el pardmetro k representa la constante cinética. En el modelo de orden cero, k también
representa la constante cinética. La Tabla 4 muestra los n valores para el modelo
Korsmeyer-Peppas y su interpretacion, los valores cercanos a 0.43 describen la liberacién
por difusion y cerca de 0.85 la liberacion se explica por arrastre. La Tabla 4 resume la
informacién obtenida de cada modelo; Los resultados pueden indicar el mecanismo que
rige la liberacién en los diferentes sistemas estudiados. El mecanismo de liberacién que
mejor se ajusta es el modelo de Korsmeyer y Peppas, siendo sus valores R? (coeficiente de
correlacién) los mas cercanos a 1. Los valores obtenidos son indicativos de que la
liberacion del (-) Epi se produjo principalmente por un mecanismo de difusién, dado que
los valores del parametro n esta mas cerca de 0.45 que de 0.85. La Tabla 4 también
muestra los resultados del porcentaje de liberacidn y el tiempo requerido para alcanzar el

equilibrio.

38



1.0 1

0.8 4

0.2 4

(L)

(a)

= = = Higuchi
¥ Orden cero

& M/Meq (Datos experimentales)
—— Korsmeyer & Peppas

0.2 5

o M/Meq (Datos experimentales)

—— Korsmeyer & Peppas
- = = Higuchi

¥ Orden cero

0.0 T

0.0

20

40 60
Tiempo (min)

80

0.8+

¢ M/Meq [Datos experimentales)

Korsmeyer & Peppas
- = = Higuchi
¥ Orden cero

(c)

40 60

Tiempo (min)

T b T . T

20 40 (=]
Tiempo (min)

80

Figura 14. Ajuste a los modelos para los diferentes sistemas, en disposicién coaxial

AC/PVP-Epi/AC (a) fibras, (b) esferas y (c) fibra/esfera.

39




M/Meq

1.0 - « M/Meq (Datos experimentales) 1.04 - . o F---F---
—— Korsmeyer & Peppas geterv
- - - Higuchi 1
084 v Orden cero 084
- /.//“_"./L——"—A—_—‘—‘ N
. [
=
—T
044" S = 0.4 -
mion = =, ===
e = e M/Meq (Datos experimentales)
0.2 B v 0.2 —— Korsmeyer & Peppas
. ’_,' . - - - Higuchi
#7 ¥ (a) (b) ¥ Orden cero
L e B T o
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (min)

Tiempo (min)

M/Meq

e M/Meq (Datos experimentales)

v
v
0.2+ B K?rsm?yer & Peppas
v' - - - Higuchi
v’ ¥ Orden cero
v
0.0 ++—— : . . : :
0 20 40 60 80
Tiempo (min)

Figura 15. Ajuste a los modelos para los diferentes

CA/Epi, (d) fibra, (e) esfera y (f) fibra/esfera.

sistemas, en disposicion sencilla

40




M/Meq

1.0 4
.
L ]
.
P 0.8
o 064
@
=
—
= 54
o M/Meq (Datos experimentales) f’ o M/Meq (Datos experimentales)
—_— K?rsm?ver & Peppas 0z24%s v" — Korsmeyer & Peppas
- - - Higuchi ’ v - - = Higuchi
v v Orden cero 1 '1-' v Orden cero
0'0 T T T 00 hd v T L T b T
0 20 40 80 80 0 20 40 60
Tiempo (min) Tiempa (min)
L
1.0 1
.
0.8 - . . "
o 0.6+
@
=
—
= 0.4
® M/Meq (Datos experimentales)
0.2 —— Korsmeyer & Peppas
= = = Higuchi
v Orden cero
v
0.0 y T v T T T T
0 20 40 60 80

Figura 16. Ajuste a los modelos para los diferentes sistemas, en disposicion sencilla

AC/PVP-Epi, (g) fibra, (h) esfera, y (i) fibra/esfera.

41



Tabla 4. Porcentaje de liberacion, tiempo de equilibrio y resultados de ajuste a modelos
para los diferentes sistemas: fibra, esfera y fibra/esfera.

Morfologia Arreglo Componentes Porcentaje de Tiempo al Modelo Parametros R2 Mecanismo
liberacion (%) equilibrio Propuesto
Fibra Coaxial AC, PVP, 98.8 210 Korsmeyer & n 0.5805 0.9917 Difusion y
Epicatequina Peppas Kp 0.0661 arrastre
Higuchi k 0.09966 | 0.9882
Orden cero 0.0101 0.9739
Fibra Sencillo AC, Epicatequina 45 200 Korsmeyer & n 0.0729 0.9966 Difusion lenta
Peppas Kp | 0.5500
Higuchi 0.0435 0.7864
Orden cero 0.0054 0.6608
Fibra Sencillo AC, PVP, 98.1 186 Korsmeyer & n 0.3916 0.9983 Difusiony
Epicatequina Peppas Kp 01757 arrastre
Higuchi K 0.1058 0.9927
Orden cero k 0.0155 0.9353
Esfera Coaxial AC, PVP, 72.8 64 Korsmeyer & n 0.3257 0.9961 Difusidn
Epicatequina Peppas Kp 0.2020
Higuchi K 0.1011 0.9883
Orden cero k 0.0156 0.9896
Esfera Sencillo AC, Epicatequina 30 120 Korsmeyer & n 0.0170 0.9478 Difusién
Peppas K | 09175
Higuchi K 0.0104 0.9471
Orden cero k 0.0013 0.9152
Esfera Sencillo AC, PVP, 78 120 Korsmeyer & n 0.7953 0.9904 Difusion y
Epicatequina Peppas Kp 0.0940 arrastre
Higuchi K 0.2086 0.9739
Orden cero k 0.0413 0.927
Fibra/esfera Coaxial AC, PVP, 85.4 230 Korsmeyer & n 0.4991 0.9962 Difusion y
Epicatequina Peppas Kp 0.1065 arrastre
Higuchi K 0.1037 0.9959
Orden cero k 0.1560 0.9886
Fibra/esfera Sencillo AC, Epicatequina 61 483 Korsmeyer & n 0.3435 0.9941 Difusion
Peppas Ko | 0.2027
Higuchi K 0.0895 0.9927
Orden cero k 0.0132 0.975
Fibra/esfera Sencillo AC, PVP, 89 141 Korsmeyer & n 0.6900 0.9609 Difusiény
Epicatequina Peppas Kp 0.1043 arrastre
Higuchi K 0.0979 0.9449
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Orden cero k 0.0173 0.9202

La Figura 17 muestra un esquema que resume los resultados obtenidos para el porcentaje
de liberacidn y el tiempo para alcanzar el equilibrio de los tres sistemas evaluados (a — c).
Las secciones (d, €) muestran las estructuras quimicas de los componentes del material,
elaboradas con el software Chem Bio Draw, version 14.0. Este diagrama indica las posibles
interacciones quimicas entre los componentes del material, principalmente interacciones
de enlaces de hidrégeno. Segun los resultados obtenidos, la interaccién de (-) Epi con PVP
se ve mas favorecida por el menor impedimento estérico, en comparacion con la
interaccion de (-) Epi con CA. Los sistemas que contienen PVP mostraron una tasa de
liberacion mas alta y los mecanismos de liberacion propuestos incluyen arrastre,

especialmente en el caso de las fibras, ya que el PVP es soluble en el medio de liberacion.

Microscopia electrdnica de barrido

Se realizaron analisis de MEB después de los ensayos de liberacién con la finalidad de
observar si estos tenian algun efecto sobre los materiales. En la Figura 17 observamos las
micrografias a 5000 X de los diferentes materiales en cada una de ellas podemos ver un
cambio de tamafio, pero los cambios estructurales son los mas significativos que en cada
caso podemos observar la perdida de la integridad de la estructura en el caso de las fibras
estas se muestran irregulares, de forma plana, y en las que tenemos presente el PVP en
arreglo sencillo es evidente la salida de este, debido a su alta solubilidad en el medio. En el

caso de las esferas en todos los casos vemos una pérdida de su morfologia inicial, no es
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posible determinar la barrera de las estructuras, es decir no podemos decir donde termina

y comienza otra esfera, se muestran en una forma de hojuela hueca.

Figura 17. Micrografias a 5000X de los diferentes sistemas después de los ensayos de
liberacién (a) fibras de AC/PVP-Epi/AC, (b) fibras AC/Epi, (c) fibras AC/PVP-Epi, (d) esferas
AC/PVP-Epi/AC, (e) esferas AC/Epi, (f) esferas AC/PVP-Epi.
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(a) CA/IPVP-EpIICA (b) CA-Epi (c) CA/PVP-Epi

Release Percentage = 72.8 % Release Percentage = 30 % Release Percentage = 78%
Equilibrium Time = 64 min. Equilibrium Time = 120 min. Equilibrium Time = 120 min.
CA @ ——»CA+PW
Epi Epi * ¢ ° .
PVP L & ~E
CA . .
e e 2 e 0 * & o, —PVW ® 2t s * : * ® oo a & —CA+PWP
...... .. ..‘0.-_—-5;;. . .‘... ....—oEPI u-'. - o o« —Epi
—* CA * .t ——ca “-.".
Release Percentage = 98.8 % Release Percentage = 38 % Release Percentage = 98.1 %
Equilibrium Time = 210 min. Equilibrium Time = 200 min.

Equilibrium Time = 186 min.

(d) Cellulose Acetate - Epicatechin
(39.7 wt. % acetyl)

(e) Poly(vinylpyrrolidone) - Epicatechin

HO

-
.
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CHy
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Figura 18. Diagrama de los diferentes sistemas, su porcentaje de liberacién y el tiempo
para alcanzar el equilibrio (a) sistema AC/PVP-Epi/AC, (b) sistema CA/Epi y (c) sistema
AC/PVP-Epi. Estructuras quimicas que indican la formacién de enlaces de hidrégeno entre
los componentes entre (d) ACy Epiy (e) PVP y Epi.
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1.4. .Conclusiones.

Después de los diferentes ensayos de liberacidon y sus ajustes correspondientes a
los modelos, se concluye que la cinética de liberacion se rige por la interaccion entre (-)
Epi y PVP, considerando que en los sistemas en los que se encuentra PVP, se observa un
alto porcentaje de liberacién en comparacion con los que solo estan presentes ACy (-) Epi,
en los que se observan porcentajes muy bajos de liberacién, esto se debe a la
interacciones de puentes de hidrégeno entre el acetato y la epicatequina, la formacion de
estos enlaces se evidencié por medio de las técnicas de FTIR y CDB. La insolubilidad del AC
en el medio de liberacidon, en este caso agua, también es responsable de los bajos
porcentajes de liberacién, dejando confinado al flavonoide. Por lo tanto, podemos
concluir que los factores que tienen un efecto importante sobre la liberacion de
epicatequina en los diferentes sistemas son la morfologia, siendo una liberacion mas
rapida en morfologias con mayor area de superficie, en este caso las esferas y, por otro
lado , las interacciones quimicas que la sustancia contenida puede formar con los
componentes de la matriz, que, siendo en este caso soluble en el medio de liberacidn,
permite que los fendmenos de difusion y arrastre del PVP estén presentes
simultdneamente. La seleccién adecuada de los componentes en todo el sistema de
administracion de medicamentos permitird controlar la velocidad de liberacién, asi como

las dosis requeridas para cada caso.
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CAPITULO I
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2.1. Antecedentes

Ingenieria de tejidos.

La ingenieria de estructuras 3D clinicamente relevantes es una solucidn
prometedora para responder de manera adecuada y efectiva a esta necesidad no
satisfecha. Especificamente, la ingenieria de tejidos tiene como objetivo restaurar o
mejorar la funcionalidad de los tejidos utilizando tecnologias de biomateriales que pueden
integrarse con el microambiente nativo. Los avances recientes en materiales biomiméticos
demuestran propiedades favorables tales como porosidad, hinchazén, degradacion,
biocompatibilidad y resistencia mecanica. Los materiales biomiméticos ofrecen enfoques
prometedores que a menudo utilizan polimeros, metales, cerdmicas y compuestos como

base para andamios. 3775

La caracterizacidn extensa de estos materiales ha permitido la adaptacién de estos
andamios y sustratos de cultivo celular para aplicaciones especializadas en ingenieria de
tejidos &seos, musculoesqueléticos, neurales, cardiovasculares y pancreaticos. Las
propiedades de estos andamios generalmente poseen un ajuste relativamente fécil, pero
a menudo requieren procesos de fabricacién complejos. Ademas, las capacidades actuales
in vitro e in vivo no siempre son proporcionales a las necesidades del tejido u drgano
especifico. Un desafio importante y recurrente en la ingenieria de tejidos es la incapacidad
de escalar biomateriales a construcciones 3D que imitan las propiedades bioldgicas,
guimicas y mecdnicas del microambiente de tejidos. La integracidon de un biomaterial con

la vasculatura del huésped o la red vascularizada es vital para el transporte maximizado de
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nutrientes y otras moléculas esenciales, se dice que se considera exitoso el implante de un
material cuando se genera, vascularizacién en el medio. Otra de las caracteristicas es que
el biomaterial debe mantener sus propiedades en condiciones fisiolégicas sin provocar

una respuesta inmunoldgica en el huésped. 767°

Poli (acido lactico). (PLA)

El poli (dcido lactico) (PLA) es un polimero biocompatible y biodegradable, y puede
descomponerse facilmente mediante una reaccidon de hidrélisis. El PLA se deriva de
recursos agricolas renovables, como el maiz y la yuca. La producciéon en masa de PLA
puede conducir a un alto consumo de productos agricolas, lo que beneficia a la economia
agricola. Ademas, la produccién de PLA ayuda a reducir las emisiones de CO, cuando se
usa en lugar de los plasticos convencionales a base de petrdleo, ya que las actividades
agricolas implican una importante fijacion de carbono. El PLA por su caracteristica de ser
un polimero biodegradable ha sido ampliamente estudiado y se utiliza para la fabricacion
de envases domésticos y aplicaciones biomédicas, como suturas reabsorbibles, implantes
quirurgicos, andamios para ingenieria de tejidos y dispositivos controlados de
administracion de farmacos. El PLA puede existir como dos estereoisémeros, designados
como D y L, o como una mezcla racémica, designada como DL. Las formas D y L son
dpticamente activas, mientras que las formas DL son dpticamente inactivas. 8 En la Figura

18 se presenta la estructura quimica del PLA.
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El PLA pertenece a la familia de poliésteres alifaticos comunmente hechos de
acidos a-hidroxilicos, que también incluyen dcido poliglicélico, policaprolactona y
polidioxanona. Es uno de los pocos polimeros que tiene una estructura estereoquimica
gue puede modificarse facilmente mediante la polimerizacién de una mezcla controlada
de isémeros L y D para producir un polimero amorfo o semicristalino de alto peso
molecular. Las propiedades del PLA pueden modificarse tanto mediante la variacion de los
isdmeros (relacion L / D) como mediante la copolimerizacion con otros monémeros, como
el glicdlido y la caprolactona. El PLA también se puede adaptar mediante una formulacién
que implica la adicion de plastificantes, otros biopolimeros y cargas. La biodegradabilidad
de las mezclas de PLA significa que son muy adecuadas para materiales de empaque a
corto plazo, y también amplian ain mas las aplicaciones de PLA en el campo biomédico,
donde las caracteristicas biocompatibles son esenciales, para su uso como implantes,

suturas y encapsulados de medicamentos. 80-8

O/

- -n

Figura 19. Estructura quimica del PLA.
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Elastina.

La elastina es una proteina altamente polimerizada. Se forma en los vasos laminas
eldsticas que confieren la elasticidad a la pared del vaso sanguineo. Generalmente
contiene dos tipos de secuencias de aminodcidos, una de las cuales es responsable de
la reticulacién y la otra de la hidrofobicidad. La elastina es la proteina natural mds
eldstica y puede estirarse reversiblemente hasta ocho veces la longitud de su
monomero. También es altamente estable, con una vida media de mas de 70 afios.
Esta extensibilidad y durabilidad superiores son esenciales para mantener la distorsion
mecanica de los tejidos elasticos durante toda la vida. La abundancia de elastina en la
MEC se adapta especificamente al tipo de tejido y las demandas biomecanicas. La

distribucion de elastina puede ser heterogénea incluso dentro de un solo 6rgano.8>-88

Gelatina.

La gelatina se produce a través de la hidrélisis parcial alcalina o acida del colageno
a partir de piel de animal, piel de cerdo y tejidos dseos. Es por eso que la gelatina es una
mezcla de fracciones compuestas de aminodcidos unidos por enlaces peptidicos para
formar polimeros con una masa molecular que varia de 15,000 a 400,000 Da lo que
permite obtener una composicién quimica distinta. En la Figura 19 se muestra la
estructura quimica de la gelatina. Segun las condiciones de hidrdlisis, hay dos tipos de

gelatina. Gelatina tipo A (catidnica) que se obtiene por hidrdlisis acida y tiene un alto
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punto isoeléctrico. En contraste, la hidrdlisis alcalina da lugar a gelatina tipo B (anidnica)
gue tiene un punto isoelectrico mas bajo de 4-5. La gelatina A generalmente se deriva de
la piel de cerdo y la gelatina B de la piel de vaca. La hidrdlisis enzimatica de la gelatina se
realiza mediante metaloproteinasas de matriz. La gelatina es altamente higroscdpica v,
como resultado, absorbe agua de acuerdo con la humedad relativa donde se seca y se

mantiene. La resistencia y la viscosidad del gel de gelatina se consideran sus propiedades
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fisicas mas vitales. Por el hecho de ser un derivado del coldgeno, ser biocompatible y

biodegradable es ampliamente utilizada en el area del desarrollo de dispositivos

biomédicos. 89-°1

Figura 20. Estructura quimica de la gelatina

Clindamicina.

La clindamicina es un derivado de lincomicina producido por Streptomyces

lincolnensis. Su faccion de mecanismo es la inhibicion de la sintesis de proteinas
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bacterianas debido a la unién a la subunidad 23S RNA, lo que interfiere con la peptidacién
trans y la terminacién temprana de la cadena. Es activo contra bacterias gramnegativas
aerobias, asi como bacterias gramnegativas aerobias y anaerobias, y tiene una amplia
gama de aplicaciones terapéuticas, como en el tratamiento de infecciones cutaneas,
respiratorias, genitales, pélvicas y déseas. La clindamicina a menudo se prescribe como
agente profildctico antimicrobiano de eleccidn para pacientes hipersensibles a los
medicamentos B-lactamicos. Las infecciones del sitio quirdrgico pueden desarrollarse
dentro de los 30 dias posteriores a un procedimiento, afectando la piel y / o el tejido
subcutdneo en el sitio de la incisidn. En la Figura 20 se muestra la estructura quimica de la

clindamicina.

La profilaxis eficiente depende de alcanzar y mantener concentraciones
antimicrobianas adecuadas en el sitio afectado. Las concentraciones de antimicrobianos
farmacoldgicamente activos no unidos (libres) en el tejido subcutaneo son responsables
del efecto profilactico, y el monitoreo de estas concentraciones es un paso esencial en el

esfuerzo para asegurar el éxito de la profilaxis.*?

CH
3>g Cl

N-CHs
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Figura 21. Estructura quimica de la clindamicina.

2.2. Experimental.

Materiales.

Los materiales utilizados fueron: PLA fue suministrado por NatureWorks, Elastina
del ligamento de cuello bovino (Sigma Aldrich), Gelatina de piel porcina Tipo A (Sigma
Aldrich), 2,2,2-trifluoroetanol (Sigma Aldrich), 1,1,1, 3,3,3-hexafluoro-2-propanol (Sigma

Aldrich), clorhidrato de clindamicina (Sigma Aldrich), agua Mili-Q.

Preparacion de membranas de PLA:EIn:Clin/PLA:Gel.

Se prepararon soluciones de PLA al 13% (p / v) y una solucién de gelatina al 10%
(p/v) usando 2,2,2-trifluoroetanol como disolvente, ademas, se prepard una solucion de
elastina al 5% (p/v), el disolvente utilizado fue 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2- propanol. Todas
las soluciones se mantuvieron en agitacion durante 24 ha temperatura ambiente. Para
obtener las membranas, se preparan mezclas de soluciones de PLA: EIn y PLA: Gel en una
relacion 1: 1 y se mantienen bajo agitacion durante 4 h. En el caso de membranas
cargadas con clindamicina, a las soluciones de PLA: Eln se afiadieron 5 mg del farmaco y se

mantuvo en agitacién magnética durante 8 h.

Para la preparacion de las fibras, las soluciones se transfieren a jeringas de plastico
de 6 ml y se montan en una bomba peristaltica KDS Scientific, en una configuracion

coaxial. La solucion de PLA:EIn:Clin representa el nucleo de la fibra, mientras que la
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solucién de PLA: Gel seria su caparazon. El flujo de las soluciones se varid en un rango de
0.5 - 3 mLh-1, el voltaje de trabajo de 12-18 kV, suministrado por una fuente de alta
potencia Spellman modelo CZE 1000R, mientras que la distancia se manejé en un rango de

10- 16 cm, las fibras obtenidas se recogieron en una placa de aluminio (7 cm x 7 cm).

Microscopia electrénica de barrido.

Las muestras se caracterizaron morfolégicamente, con un microscopio electrénico de
barrido, marca JEOL 5410LV. Se usé un haz de electrones de 15 kV y 20 kV de intensidad a

alto vacio, las muestras se recubrieron con una pelicula de oro.

Microscopia electrénica de transmision.

Se usé microscopia electrdnica de transmision para determinar la disposicién coaxial
nucleo-capa de las fibras. Este analisis se realizé6 con un microscopio electrénico de
transmisién JEOL jem-2010f. Las muestras se recogieron directamente de la placa de

aluminio, luego se colocaron en las rejillas de malla de cobre, para su analisis.

Espectroscopia de transmision infrarroja con transformada de Fourier.

Para confirmar la presencia de todos los componentes del sistema, se realizdé una

evaluacion espectroscépica utilizando un modelo Perkin Elmer Frontier, utilizando la
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técnica de tableta de bromuro de potasio (KBr), donde los reactivos se analizaron sin

ningun tratamiento previo.

Reflectancia total atenuada.

Para obtener los espectros infrarrojos por reflectancia total atenuada, se uso el
mismo equipo que en FTIR, pero usando el accesorio para ATR, colocando las muestras sin

ningun tratamiento y haciendo las lecturas en la superficie de las membranas.

Analisis termogravimétrico.

El analisis termogravimétrico se realizd utilizando un equipo Perkin Elmer Pyris 1
TGA. Se pesaron muestras de aproximadamente 4 mg, y se sometieron a calentamiento
de 25° Ca 600 ° C, con una velocidad de calentamiento y enfriamiento de 10 ° C min! bajo

una atmoésfera de nitrégeno.

Calorimetria diferencial de barrido.

Para las pruebas DSC, se colocaron 8 mg de muestra en cestas de aluminio y se
calentaron de 0 a 300 ° C con una velocidad de calentamiento de 10 ° C min"ten atmdsfera

de nitrégeno. en un dispositivo Perkin ElImer DSC 8500.

Propiedades mecanicas.
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Las propiedades mecdanicas de las membranas se determinaron usando un ensayo
de traccidon uniaxial; se utilizaron muestras cortadas en forma rectangular con una
longitud inicial de 3 cm y 5 mm de ancho. Las pruebas se realizaron en una mdaquina de
prueba microtensil. WinTest 7 TA Instrumets. a temperatura ambiente a una velocidad de
cruceta de 1 mm / min. La prueba se ejecuté hasta que fallé la muestra mientras se
registra la fuerza y el alargamiento. Para confirmar la reproducibilidad de la prueba, se

analizaron 10 muestras.

Estudio de liberacion.

Para determinar la liberacion de clindamicina las membranas de
PLA:EIn:Cli/PLA:Gel, se colocaron como se obtuvieron en 400 ml de agua MiliQ que se usd
como medio de liberacién, se tomaron alicuotas del medio de liberacion a intervalos de
tiempo establecidos, para determinar la concentracién de clindamicina liberada a
diferentes tiempos en volumen del medio de liberacidn, el cual permanecié constante, es
decir, una vez que se realizd la lectura, se devolvié la alicuota. Para realizar la
determinacion de liberacion acumulativa de clindamicina, se usé un instrumento Lambda
20, las mediciones se realizaron a una longitud de onda de 200 nm. Las medidas se
tomaron hasta que el sistema alcanzé el equilibrio. Para determinar el porcentaje total
liberado, los datos obtenidos se extrapolaron con una curva de calibracion realizada

previamente. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.
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Ajuste de los datos experimentales a modelos matematicos.

Se utilizaron tres modelos matematicos para ajustar los datos experimentales
obtenidos en los estudios de liberacién, con el objetivo de determinar el mecanismo de
liberacién de clindamicina. Las ecuaciones de los diferentes modelos se enumeran a

continuacion:

Orden cero

Mt / Moo = Kt

donde Mt es la fraccién de farmaco liberado en el tiempo t, Mee es la cantidad de

farmaco liberado en equilibrio, K es la constante de liberacién y t es el tiempo.

Higuchi

Mt / Moo =Kt A %5

donde K es la constante de liberacion. 3

Korsmeyer y Peppas

Mt/ Mee=K ptArn

donde K es la constante de liberacién, n es el exponente que determina el mecanismo por

el cual se da la liberacion. 24%°

58



Angulo de contacto.

Las mediciones del angulo de contacto se realizaron mediante el método de caida
sésil utilizando un medidor de angulo de contacto CAM-PLUS de Chemlinstrument. Se

colocaron muetras de las membranas de PLA, gelatina y PLA:EIn:Cli/PLA:Gel, para

comparar entre ellas, a cada una se le coloc6 una gota de agua MiliQ de
aproximadamente 5 ul en su superficie, después de un tiempo de medicién de 5
segundos. Para determinar el valor del dngulo de contacto de cada muestra, se tomé un

total de 10 mediciones por muestra.

Estudios de biocompatibilidad.

Cultivo celular.

Las células endoteliales vasculares de la vena umbilical humana (HUVEC, ATCC ®
CRL-1730 ™) se cultivaron en placas de cultivo tratadas con cultivo de tejidos (D x H 60
mm x 15 mm, Sigma-Aldrich) a 37 ° Cy 5% de CO2, en medio de cultivo celular de Medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con alto contenido de glucosa, piruvato de sodio
y L-glutamina (Calson, EE. UU.). El medio de cultivo se complementé con 3700 mg/ml de
bicarbonato de sodio (Sigma), 15 mg/ml de rojo fenol (Sigma), suero bovino fetal al 10%
(Biowest, México) y antibidticos (penicilina G sddica 100 U / ml, estreptomicina 100 g/ml,
Sigma). Cuando se alcanzé un crecimiento confluente, las células se separaron con

solucion de tripsina-EDTA al 0,25% durante 1-2 minutos. La suspensidon celular se
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centrifugd (5 min, 1000 rpm), el sobrenadante se separd y las células se resuspendieron

en medio de cultivo fresco a la concentracion deseada.

Prueba de citotoxicidad por contacto directo.

Primero, las membranas de PLA: Eln: Cli / PLA: gel se cortaron en discos de 7 mm
de didmetro, se esterilizaron con radiacion UV (30 minutos por lado), luego se colocaron
en placas de 96 pocillos, se colocaron un total de 5x103 células por pocillo y se incubaron.

Las pruebas de viabilidad se realizaron a los 1, 3y 7 dias.

La resazurina se usé para determinar la viabilidad celular. Este colorante se
metaboliza para la mitocondria de las células viables a la resofurina. Los cambios en las
concentraciones de resazurina (estado oxidado) a resofurina (estado reducido) se pueden
medir tanto por fluorescencia como por colorimetria. El estado oxidado es azul y no emite
ningun tipo de fluorescencia, pero en su estado reducido como resorcién toma un color
rosa que es altamente fluorescente. Se prepard una solucién madre concentrada de sal de
resazurina sodica (Aldrich) sobre agua (100 mg / ml) y se esterilizd por filtracién con un
poro de membrana de nylon de 0,22 um. Se prepard una solucién de trabajo de resazurina
inmediatamente antes de la prueba diluyendo el material concentrado 1: 400 en medio de

cultivo suplementado sin rojo fenol.

Después del tiempo determinado en contacto directo de las muestras y las células,
se retiré el medio de cultivo y se reemplazé por 100 ul de la solucién de trabajo de
resazurina y se incubd a 37 ° C durante 8 horas. Luego, se midié la absorbancia a 570 y 600

nm en un lector de microplacas multimodo Synergy HTX (BioTek Instruments). El
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porcentaje de viabilidad celular se obtuvo siguiendo la ecuacidn utilizada por Zapata-

Catzin et al (2018).

Ensayo de adhesidn celular.

Las membranas PLA:EIn:Cli/PLA:Gel y PLA se cortaron y esterilizaron como se
menciond anteriormente y se colocaron en placas de 96 pocillos. Se sembraron 1 x 104

células por pocillo y se incubaron. La prueba de adhesidn celular se realizéalas 1,2y 24 h.

Las pruebas de adhesion celular se realizaron con el kit Calcein-AM (Sigma-Aldrich),
siguiendo las indicaciones del proveedor. En momentos determinados después de la
siembra, la membrana se retird del pozo y se tifid con calceina, después del tiempo de

observacion de 15 minutos de incubacién en un microscopio confocal Nikon A1R.

Estudios de actividad antibacteriana.

Se activd la cepa de Staphylococcus aureus por primera vez durante 24 h en medio
de infusién de cerebro y corazén (BHI) (DIFCO, EE. UU.), Durante 24 ha 37 ° C. La prueba
de agar de difusion de pozos se realizé de acuerdo con el método de Gonzdalez-Pérez et al.
(2019). Las células se centrifugaron durante 15 minutos a 4000 rpm y 4°C y se lavaron con
solucién salina (0,9 NaCl). La suspensidon celular se usd para inocular agar blando de
infusion cerebro-corazén (BHI) (1%) en una concentracion final de 1 x 105 UFC / ml
(determinada a partir de la densidad éptica a 600 nm) y se colocd en placas de Petri. Cada

membrana se coloco en el centro de cada placa de Petri. Antes de su uso, las membranas
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se esterilizaron con luz UV. Después de las 18 h de incubacion a 37 °C, se midieron las

zonas de inhibicién del crecimiento bacteriano. Los analisis se realizaron por triplicado.

2.3.  Resultados.
Microscopia electrénica de barrido.

Fue posible encontrar los parametros de electrohilado para obtener fibras, el
voltaje aplicado fue de 15 kV, un flujo de 1 ml/h, y una distancia desde la punta de la aguja
hasta la placa colectora de 16 cm. Las fibras obtenidas muestran una textura suave, sin la
presencia de imperfecciones o perlas, lo que indica una buena integracién de los
materiales, no se observaron poros en las fibras, se obtuvieron fibras con un diametro
promedio de 680 nm y una distribucién de didmetro muy estrecha. La Figura 21 muestra
las micrografias de MEB, asi como el histograma del PLA:EIn:Clin/PLA:Gel. Los didmetros

de las fibras se midieron utilizando el software Image J.

Tabla 5. Pardmetros de preparacion de las membranas.

Concentracion  Voltaje  Flujo (mLh- Distancia

Muestra Morfologia (%) (kV) 1) (cm)

PLA (13%), EIn
PLA:EIn:Clin/PLA:Gel Fibra 15 kV 1 mLh1? 16 cm
(5%), Gel (10%)

Min: 429 nm
Max: 932 nm
Mean: 658 nm

Count

R
NN

400 600 800
Size (nm)




Figura 22. Micrografias de MEB de membranas de PLA:EIn:Clin/PLA:Gel obtenidas por
electrohilado coaxial

Microscopia electrénica de transmision.

Las micrografias de MET permitieron demostrar la disposicion coaxial de las fibras,
la Figura 22 presenta las micrografias, donde podemos observar las fibras concéntricas,
podemos observar una integracién adecuada de los materiales, ya que no se observan

cristales correspondientes al farmaco, o algun tipo de imperfeccion en las fibras.

K
-
|
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|-
b

Figura 23. Micrografias de MET de membranas de PLA:EIn/PLA:Gel obtenidas por
electrohilado coaxial.

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros infrarrojos se muestran en la Figura 23. Nos muestran las sefiales
caracteristicas segun sus grupos funcionales, para cada uno de los componentes la
subseccidn (a) corresponde al espectro de clindamicina que presenta una sefial a 1686 cm-
L ue corresponde al grupo C=0, a 1554 cm™ la sefial del enlace C=C, a 1085 cm™ sefial
caracteristica para el estiramiento de la vibracién de CO y la banda a 642 cm’

correspondiente a los grupos C-Cl. En las subsecciones (b) y (c) los espectros de gelatina y
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elastina se presentan respectivamente, debido a su naturaleza proteica, estos polimeros
presentan las bandas tipicas para este tipo de moléculas, las llamadas bandas de aminas
qgue son las asociadas a los modos vibracionales. enlaces del enlace peptidico. En el caso
de la gelatina (b) podemos observar estas sefiales, la amida | a 1637 cm™ correspondiente
a los estiramientos C=0, la amida Il a 1400 cm™ y la amida lll a 1131 cm™. La elastina (c)
presenta las bandas de aminas de la siguiente manera, amida | a 1164 cm™, amida Il a
1531 cm™y amida Ill a 1236 cm™.%%%7 En |a parte (d) corresponde al PLA donde podemos
observar sus bandas caracteristicas, para el grupo C=0 a 1750 cm™ y a 1451 cm™ la sefial
atribuida a los estiramientos de C-H.°® En el inciso (e), se muestra el espectro de las
membranas de PLA:ELn/PLA:Gel donde observamos las sefiales del grupo C=0 a 1754 cm*!
atribuidas a la presencia del PLA y las sefiales de las bandas de aminas, a 1644 cm™ para la

amidal l,

1534 cm™ para la amida Il y 1180 cm™ para la amida Ill, lo que corrobora la
presencia de los polimeros de gelatina y elastina. Finalmente, la parte (f) corresponde a la
membrana cargada, donde se pueden observar las bandas caracteristicas para cada uno
de los componentes, PLA, elastina y gelatina, asi como una banda a 659 cm’

correspondiente a los grupos C-Cl presentes en La molécula de clindamicina.®?
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Figura 24. Espectros de infrarrojo (a) clindamicina, (b) gelatina, (c) elastina, (d) PLA, (e)

membrana PLA:EIn/PLA:Gel y (f) PLA:ELn:Cli/PLA:Gel.

Analisis termogravimétrico.

En un analisis termogravimétrico, la pérdida de peso del material se muestra en
funcién de un aumento de la temperatura, en la Figura 24, los termogramas para PLA, Eln
y Gelatina se muestran individualmente. Los termogramas correspondientes al PLA
presentan una degradacién de un solo paso, la pérdida de peso mas significativa ocurre a
los 300 °C. Mientras que la elastina tiene una degradacién con diferentes caidas, que
ocurren a 38 °C y 275 °C. Mientras que para la gelatina se observa una degradacion con

varias caidas, la primera se observa a 37 °C, 246 °Cy 635 °C
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Figura 25. Termogramas correspondientes a PLA, gelatina, elastina y membrana PLA:

ELn:Cli/PLA:Gel.

Anadlisis de calorimetria diferencial de barrido.

En las determinaciones realizadas podemos observar lo siguiente, en la Figura 25
se muestran las curvas de CDB para los materiales individuales PLA, elastina y gelatina, en
el caso de los picos de PLA, el primero a 66 °C correspondiente a su temperatura de
transicion vitrea (Tg) y otra a 153.72 °C asignada a su temperatura de fusion. En el caso de
la gelatina, se observa una seiial alrededor de 96 °C asignada a su fusién, mientras que
para elastina esta sefal se presenta a los 94.5 ° C. En el caso de las membranas, estas
seflales estdn ligeramente desplazadas, se observan tres sefiales, a 55.4 °C

correspondientes a la Tg del PLA, a 89.57 °C se presenta una senal amplia que
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corresponde a la temperatura de fusiéon de gelatina y elastina que son superpuesto, y

finalmente se observa una seiial a 153 °C que se atribuye a la fusién del PLA.

30
] Membrana /,-’
254 — "~ Gelatina L o
/ SR
d Elastina / a6 og' __________ -
153.72°C
----- /
— 90 PLA / '
g i l .‘ L]
E , ,
N /
o / -
3 : / o
o 10- / .- 945°C
2 o “"'/
o] 1 o
5‘ 5 x ’,’: i S
T o
] 89.57 °C
04
-5 I ! T T

| |
50 100 150 200

Temperatura (°C)

Figura 26. Curvas de CDB de PLA, gelatina y elastina y membranas PLA:EIn:Clin/PLA:Gel.

Propiedades mecanicas.

Se evaluaron las propiedades mecdnicas de las membranas PLA:EIn:Clin/PLA:Gel.
Se determind el mdédulo de Young, el esfuerzo de tensién vy la tensién a la ruptura, con el
fin de revelar cierta interaccion entre estos componentes, ya que estos podrian influir en
la cinética de liberacion del medicamento, asi como definir su aplicacidon potencial como
aposito para heridas. Los resultados de las pruebas de las propiedades mecanicas de las

membranas de PLA:EIn:Clin/PLA:Gel se muestran en la Tabla 6, donde podemos observar
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un aumento significativo en la resistencia a la tensidon, esto con respecto a las fibras de
solo PLA y solo gelatina, respectivamente, obteniendo un valor de 1210 + 125 MPa,
mientras que las fibras PLA y Gelatina presentaron un valor de 57.7 £ 50y 77.9 + 100

respectivamente.

Tabla 6. Propiedades mecanicas de membranas de PLA, Gelatina y PLA:EIn:Clin/PLA:Gel.

PROPIEDADES MECANICAS

Membrana Tensile stress Young’s modulus Strain at break
(Mpa) (Mpa) (%)
PLA 57.7 £ 50 3.31+40 68+2.1
Gel 77.9 £ 100 58+8 15+2.2
PLA:EIn:Cli/PLA:Gel 1210 +£125 150 + 40 25+0.63

Ensayos de liberacion.

Las fibras de PLA:EIn:Cli/PLA:Gel mostraron el siguiente comportamiento en su
liberacion, este sistema presenta una rdpida liberacién inicial o efecto burst en los
primeros minutos, alcanzando una liberacién de aproximadamente 63.9% a los 110
minutos. En la Figura 26 se presenta el grafico de liberacidon tiempo contra porcentaje
liberado. Después de esta etapa, la liberacion se vuelve mas lenta alcanzando el equilibrio

a los 450 min. Con una liberacion total del 69% con respecto a su contenido inicial.
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Figura 27. cinética de liberacion de las membranas de PLA:EIn:Cli/PLA:Gel.
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Ajuste de los datos experimentales a los modelos matematicos.

600

Los valores de las constantes se obtuvieron a partir de los datos experimentales

obtenidos en la liberacidn in vitro y con las férmulas mencionadas correspondientes a

cada modelo. En la Tabla 7 se muestran los resultados de los parametros obtenidos en

cada uno de los modelos. Con base en estos resultados, se observa que el modelo que

mejor se ajusta es el de Korsmeyer & Peppas, con un R? 0.9475 y un valor de n de 0.0939,

lo que indica que la liberacion se produce mediante un proceso de difusidon lenta.
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Tabla 7. Ajuste a modelos matematicos de los datos experimentales.

Material Orden Cero Korsmeyer & Peppas Higuchi

Fibra R? K R? K n R? K

PLA:EIn:Clin/PLA:Gel 0.9243 0.0053 0.9475 0.5072 0.0939 0.9334 0.0299

Angulo de contacto.

Las mediciones del dngulo de contacto arrojaron los siguientes resultados, para las
membranas PLA se observé un angulo de 68.4°, mientras que la gelatina presenta valores
de 19.9°, lo que no indica que este ultimo tiene un caracter hidrofilico. Por otro lado,
podemos ver que las membranas de PLA:EIn:Cli/PLA:Gel tienen valores de 27.5° que se
encuentran en un area intermedia a sus materiales pristinos, lo que indica una mejora en
el material en términos de sus caracteristicas hidrofilicas con respecto al PLA puro. La
Figura 27 muestra los resultados de los valores de angulo de contacto para cada uno de

los materiales.
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Figura 28. Prueba de angulo de contacto con agua para PLA, gelatina y membrana

PLA:EIn:Cli/PLA:Gel.

Ensayos de viabilidad celular.

En la Figura 28, el porcentaje de células viables se representa frente a los dias de cultivo.

Se observa el efecto del proceso de secado en la membrana electrohilada. Después del

primer dia, las membranas sin secado tienen un 54% de viabilidad, mientras que las

membranas secadas alcanzaron el 82%. El porcentaje de viabilidad disminuy6 en las

membranas sin secado, mientras que la viabilidad de las membranas secas se mantuvo

hasta el dia 7. Esto muestra que trazas de los solventes quedan remanentes en las

membranas y pueden afectar en gran medida su aplicacién; Sin embargo, con un simple

tratamiento de secado, es posible contrarrestar este inconveniente.
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Figura 29. Ensayos de viabilidad celular con resazurina de las membranas
PLA:EIn:Clin/PLA:Gel.

Ensayos de adhesion celular.

Los ensayos de adhesién celular con calceina-AM se presentan en la Figura 29. En
las secciones (a, b y c¢) las imdagenes corresponden a las membranas de
PLA:EIn:Clin/PLA:Gel, incubado con células a las 1, 2 y 24 h. respectivamente. Podemos ver
que, a 1 hora, las células vivas teiiidas de verde no presentan ninguna orientacién y su
morfologia es redondeada. Después de 2 horas de incubacién, se puede observar un
mayor numero de células en el plano que tienden a agruparse en el material. Finalmente,

después de 24 horas de incubacién, podemos ver las células, unidas a las fibras; de la
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misma manera, su forma redondeada comienza a perderse para adoptar una forma mas
alargada, caracteristica de las células en expansion. En el caso de las secciones (d, e y f),
las células en las membranas de PLA no presentan ninguna tendencia, se retienen en el
material, pero su forma redondeada indica que no logran una buena adhesién ni se

extienden sobre las fibras.

Figura 30. Prueba de Calceina-AM a las 1, 2 y 24 h de incubacién sobre las fibras de
PLA:EIn:Cli/PLA:Gel (a-c) y membranas de PLA (d-f).
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Estudios de actividad antibacteriana.

La actividad antibacteriana de las membranas fibrosas de PLA,PLA:EIn/PLA:Gel y
PLA:EIn:Clin/PLA:Gel se investigd midiendo los halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano, en la Figura 30 se muestran las imagenes de las zonas de inhibicién contra S.
aureus presentado por las diferentes muestras, en el caso de las membranas de PLA (a) y
membranas sin farmaco (b) podemos observar que no tienen ninguin efecto sobre las
bacterias ya que lograron crecer sin problema, mientras que las muestras de membranas
cargadas con el farmaco muestran zonas de inhibicién del crecimiento bacteriano
bastante evidentes, con halos de 8 mm, que confirman la actividad antibacteriana de la

membrana cargada con clindamicina.

PLA MB MC

Figura 31. Imagenes de las zonas de inhibicidon contra S. aureus de las membranas PLA (a),
PLA:EIn/PLA:Gel (b) y PLA:EIn:Clin/PLA:Gel (c).
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2.4. Conclusiones.

Se obtuvieron las fibras de PLA, elastina y gelatina cargadas con clindamicina
mediante la técnica de electrohilado coaxial, el didmetro promedio de las fibras fue de
680 nm, se confirmd su disposicién de nucleo/coraza, fue posible determinar la presencia
de cada uno de los componentes en las membranas a través de las diferentes técnicas de
caracterizacion. Las propiedades mecanicas se mejoran con el uso de diferentes mezclas
de polimeros, que muestran una mejoria con respecto a las propiedades intrinsecas de
cada polimero individualmente. Las pruebas de liberacién mostraron que el sistema
alcanza el equilibrio en un tiempo de 450 minutos liberando el 69% del total de
clindamicina contenida en las fibras. Se determiné que la liberacidon de clindamicina se
rige por un proceso de difusién lenta, segin el modelo de Korsmeyer & Peppas. Los
resultados del angulo de contacto muestran una mejora en las propiedades hidrofilicas del
material, lo que se confirma por los resultados de adhesién celular que son mejores para
las membranas PLA:EIn:Clin/PLA:Gel. La viabilidad celular a los 7 dias de prueba mostré un
valor del 87% que se considera adecuado para un material utilizado como andamiaje
celular. Las pruebas de adhesidn indican que después de 24 h las células comienzan a
adherirse a las fibras siguiendo su geometria. Las membranas cargadas con el farmaco
clindamicina mostraron actividad antimicrobiana contra S. aureus al presentar zonas de
inhibiciéon de 8 mm de diametro. Estas caracteristicas nos permiten considerar estos

materiales en el tratamiento de heridas en la piel.
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CONCLUSIONES GENERALES.

En el capitulo | se determinaron los parametros de preparacion de diferentes sistemas
poliméricos a base de AC, PVP y Epicatequina, obteniendo sistemas con diferentes
morfologias, y en diferentes arreglos, coaxial y sencillo. Con la finalidad de ver el efecto

que tienen estas caracteristicas en la cinética de liberacion.

Se observo que la morfologia tiene un impacto directo en la velocidad de la liberacién,
ya que los sistemas esféricos alcanzaron el tiempo de equilibrio en menos cantidad de
tiempo, con un tiempo al equilibrio de 210 minutos contra 64 minutos en el caso de los
sistemas fibrosos en arreglo coaxial. Otro punto que tiene un efecto importante en la
cinética de liberacién, son los componentes del sistema, es decir las posibles interacciones
que se pueden presentar entre los componentes del sistema, en nuestro caso vimos que
en aquellos sistemas donde estaba presente el PVP presentaban porcentajes de liberacidn
mayores a aquellos en los que no se encontraba presente, con un 98.8 % contra un 45%
liberado en el sistema fibroso en arreglo coaxial. Podemos decir que le interaccién entre el
PVP y la epicatequina, resulta crucial para que se dé la liberacién del flavonoide por medio
del fendmeno de arrastre. De manera que determinamos que, en nuestros sistemas la
morfologia y las interacciones entre los componentes, son los factores determinantes en

la cinética de liberacidn presentada en cada uno de ellos.

Este tipo de caracteristicas, son de gran importancia para realizar un disefio adecuado

de cada sistema polimérico, seglin sean las necesidades por cubrir en cada caso.
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En el capitulo Il se presenta la obtencién de fibras a base de PLA, elastina y gelatina
cargadas con clindamicina, con el objetico de caracterizar y evaluar sus caracteristicas,
para su aplicacidon potencial como sistema de liberacidn, y como andamio para cultivo

celular.

Se determinaron los parametros de preparacion de las fibras, se obtuvieron fibras sin
imperfecciones, de superficie lisa y sin poros, las micrografias de MET nos confirma un
arreglo coaxial de tipo nucleo/coraza. Las propiedades mecanicas presentadas por las
fibras compuestas se consideran adecuadas para la aplicacidon propuesta para el material.
Los ensayos de liberacidon nos muestran una liberacion del 69% del total, alcanzados en
450 minutos. Los ensayos de viabilidad celular nos muestran valores del 87% en 7 dias de
estudio. Los estudios de adhesién nos muestran una adherencia de las células HUVEC's
sobra las fibras, ya que logramos observar células vivas, con una morfologia caracteristica
de aquellas células que se encuentran adheridas a una superficie y siguiendo la
orientacién de la morfologia fibrosa del material. La evaluacion de su actividad
antibacteriana contra S. aures nos confirma la actividad del farmaco clindamicina presente
en las membranas, por los resultados obtenidos, podemos concluir que las fibras de
PLA:EIn:Clin/PLA:Gel preparadas por electrohilado coaxial, presentan caracteristicas
adecuadas para su uso como sistema de liberacidén de clindamicina y como andamio para

cultivo celular.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

En relacién con el presente trabajo de tesis, las lineas de investigacion de interés para

continuar explorando son:

e Evaluar las cinéticas de liberacidn de los materiales a diferentes pH.

e Estudiar las cinéticas de liberacion a 37 °C.

e Realizar ensayos celulares con otra linea celular, que pueda crecer en las

condiciones que presenta el material, con la finalidad de ampliar las posibles

aplicaciones del material evaluado.

e Realizar ensayos de actividad antibacteriana para mds agentes patdgenos, con la

finalidad de ampliar las posibles aplicaciones del material evaluado.
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ANEXOS
PRODUCTOS OBTENIDOS
1. Publicaciones relacionadas al trabajo de Tesis

l. Y. Lopez-Pefia,1 M. M. Castillo-Ortega,1 D. F. Plascencia-Martinez,1 A. Félix-Nufiez,1

D. E. Rodriguez-Félix ,1 T. Del Castillo-Castro,1 J. C. Encinas-Encinas,1 H. Santacruz-
Ortega,l

F. Rodriguez-Félix,2 J. V. Cauich-Rodriguez,3 S. Burruel-lbarra,1 D. Hernandez-Martinez, 1
J. M. Quiroz-Castillo4 Study of the release kinetics of (-) epicatechin: Effect of its location
with in the fiber or sphere J. APPL. POLYM. SCI. 2018, DOI: 10.1002/APP.47166

Y. Lopez-Peiia,1 M. M. Castillo-Ortega,1 D. E. Rodriguez-Félix, 1 T. Del Castillo-Castro,1 J. C.
Encinas-Encinas,1 H. Santacruz-Ortega,1 J. V. Cauich-Rodriguez,, J. M. Quiroz-Castillo,1 L. H.
Chan-Chan,; |. Lagarda- Diaz,, D. F. Plascencia-Martinez,» A. A Leyva-Verduzco.; PLA,
elastin and gelatin fibers loaded with clindamycin for use in tissue engineering Asian
Journal of Pharmaceutical Sciences (ENVIADO)

2. Participaciones en congresos

Congreso: XX Reunion universitaria de Investigacidn en Materiales.

Titulo del trabajo: Preparation by coaxial electrospinning and characterization of pla-
col/pla-eln membrane.

Fecha: Noviembre del 2015.

Congreso: ler simposio de antioxidantes y estrés oxidativo.

Titulo del trabajo: Preparacion vy caracterizacién de esferas de acetato de
celulosa/pvp.epicatequina obtenidas por electrospray.

Fecha: Febrero de 2016.

Congreso: XV Simposio Latinoamericano de Polimeros, XIl Congreso |Iberoamericano de
Polimeros. SLAP

Titulo del trabajo: Preparation by coaxial electrospinning and characterization of PLA-
COL/PLA-ELN membrane.

Fecha: Octubre de 2016.

Congreso: XXI Reunidn Universitaria de Investigacion en Materiales. RUIM

Titulo del trabajo: Preparation by coaxial electrospinning and characterization of PLA-
COL/PLA-ELN membrane.

Fecha: Noviembre del 2016.
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Congreso: MACROMEX 2017 & XXX Congreso Nacional de la S.P.M.

Titulo del trabajo: preparation and characterization of pla, elastin and gelatin membranes
obtained by coaxial electrospinning.

Fecha: Diciembre 2017.

Congreso: XXIIl Reunién Universitaria de Investigacion en Materiales. RUIM

Titulo del trabajo: preparation and characterization of membrane of pla, elastin and
gelatin loaded whit clindamycin obtained by coaxial electrospinning.

Fecha: Noviembre 2018.

Congreso: Xlll Coloquio Bienal en ciencia de Materiales

Titulo del trabajo: preparation and characterization of membrane of pla, elastin and
gelatin loaded whit clindamycin obtained by coaxial electrospinning.

Fecha: Abril de 2019.

Congreso: International Conference on Nanomaterials & Technology (NMAT-2019)

Titulo del trabajo: preparation and characterization of materials of pla, elastin and gelatin
loaded with clindamycin obtained by electrospray.

Fecha: Mayo de 2019.

3. Estancias de Investigacion

Nombre de la institucion: Universidad de Sonora

Nombre del Laboratorio: Laboratorio de biofisica celular en el Departamento de
Investigacidn en Fisica de la Universidad de Sonora.

Nombre del académico receptor: Dra. Lerma Hanaiy Chan-Chan.

Nombre del proyecto: ensayos celulares a materiales de PLA, elastina y gelatina
cargados con clindamicina.
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