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RESUMEN

El proposito de este estudio es evaluar el comportamiento de liberacion de
farmacos y otras propiedades de las membranas compuestas electrohiladas para
Su uso potencial en ingenieria de tejidos. Se estudiaron dos tipos de poliuretano,
Tecoflex® (PU1) y un poliuretano fabricado en laboratorio (PU2).

Se mezclaron con nano-hidroxiapatita (PU1-nHA y PU2-nHA) y vancomicina
(PU1-VAy PU2-VA) o mezclados con ambos, nHA y VA (PU1-nHA-VA y PU2-nHA-
VA). La microscopia electronica de barrido mostré una estructura porosa en todas
las membranas electrohiladas con fibras lisas en PUl y sus compuestos, con
tamafos en el rango de 0.6—0.9 um. Se observé HA adherido o embebido sobre las
fibras de PU. La nHA y VA afectaron el comportamiento térmico y mecanico de los
compuestos.

El Mddulo elastico, la citotoxicidad y la cinética de liberaciébn se vieron
afectadas por el PU y el nHA. La viabilidad celular mayor a 75% mostré que todos
los extractos de los materiales no son citotéxicos, sin embargo, se observo actividad
de inhibicién microbiana en PU1-VA, PU1-nHA-VA y PU2-VA.
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ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the drug delivery behavior and other
properties of electrospun composite membranes for potential use in tissue
engineering. Tecoflex® (PU1), and a lab-made polyurethane (PU2) were studied.

They were mixed with nano-hydroxyapatite (PU1-nHA and PU2-nHA) and
vancomycin (PU1-VA and PU2-VA) or mixed with both, nHA and VA (PU1-nHA-VA
and PU2-nHA-VA). Scanning electron microscopy showed a porous structure in all
the electrospun membranes with smooth fibers in PUland its composites with sizes
in the range of 0.6—0.9 um and nanopatrticles of HA, both, adhered and embedded
on the PU fibers were observed. nHA and VA affected the thermal and mechanical
behavior of composites.

Elastic modulus, cytotoxicity, and kinetic release were affected by the PU and
nHA. Cell viability up to 75% showed that all membrane extracts are not cytotoxic
while microbial inhibition activity was observed in PU1-VA, PU1-nHA-VA, and PU2-
VA

vii



1. INTRODUCCION

Las membranas electrohiladas han mostrado un gran potencial para su
aplicacion en la ingenieria de tejidos debido a sus propiedades Unicas, como su
gran superficie de contacto y alta porosidad. Pueden extraerse de soluciones de
diversos materiales biodegradables®? y no biodegradables,? incluidos polimeros,*
materiales compuestos® y materiales ceramicos.®’ El poliuretano (PU) y la
hidroxiapatita (HA) son ejemplos de un polimero y una cerdmica que se pueden
utilizar para obtener membranas y fibras porosas con morfologias ultrafinas
mediante electrohilado.8910.11.1213,14.15 | rendimiento de las membranas de interés
clinico puede mejorarse mediante la adicibn de nutrientes para tejidos en

crecimiento u otras moléculas.®16:17

El poliuretano (PU)81%20 pertenece a una familia de polimeros aptos para
diversas aplicaciones biomédicas por sus notables propiedades fisicoquimicas y
mecanicas y su alta biocompatibilidad. Un andamio de PU y HA es un material
biocompatible y representa una opcién para el montaje de prétesis 6éseas.®2! Debido
a su composicion sintonizable, los PU han sido opciones comunes para la
preparacion de dispositivos de administracion de farmacos.?? La HA como
biomaterial, se comporta como una estructura osteoconductora que puede ser
invadida por tejido conectivo del hueso circundante para posteriormente osificarse,
manteniendo en su interior las caracteristicas de su origen’ y ha sido cargada de
farmacos para ser liberado en el sitio de aplicacién. Ademas, la vancomicina (VA)
es un antibiotico soluble en agua que se usa para tratar infecciones 0seas causadas

por bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus.?3:24:25

Los principales avances en la ingenieria de tejidos se han centrado en temas
como las células madre, los factores de crecimiento, la diferenciacion celular y
andamios que imiten la matriz extracelular con moléculas biol6gicamente activas.
26,27 |os parametros clave para la estructura y morfologia de un andamio incluyen

el tamafo de los poros y la porosidad y la compatibilidad entre células y tejidos. 1°



En este trabajo, un poliéteruretano de marca comercial Tecoflex® (PU1) y un
poliésteruretano sintetizado en nuestro laboratorio (PU2) se utilizaron para preparar
membranas compuestas electrohiladas mezcladas con nano HA y VA, con
aplicacion potencial en los campos de la ingenieria de tejido 6seo y la liberacion de

farmacos.



2. OBJETIVOS

2.1. General:

Obtener andamios electrohilados a partir de poliuretano segmentado
biodegradable (PU-PCL), para aplicacion en liberacion de farmacos e ingenieria de

tejidos Oseo.

2.2. Particulares:

®  Sintetizar un polimero biodegradable PU a base de PCL, HMDI y BDO (PU-
PCL).

= Encontrar las mejores condiciones para obtener membranas elaboradas a
partir del PU-PCL mediante la técnica de electrohilado.

®m  Preparar diferentes membranas compuestas de PU-PCL, con y sin HA 'y VA
(PU, PU-HA, PU-VA, PU-HA-VA).

m  Caracterizar las membranas mediante microscopia electronica de barrido
(SEM), espectroscopia de infrarrojo (IR-ATR), calorimetria diferencial de
barrido (DSC), andlisis termogravimétrico (TGA), Andlisis Mecanico-
Dinamico (DMA).

e Evaluar la liberacion de VA en las membranas.

e Realizar ensayos a tensién de las membranas de PU-PCL obtenidas para
evaluar las propiedades de los materiales.

e Estudiar la cinética y los modelos de liberaciéon de VA de las membranas.

e Realizar pruebas de biocompatibilidad, mediante experimentos de
citotoxicidad, respuesta inmune y proliferacion de osteoblastos de las
membranas.

e FEvaluar la actividad antimicrobiana de las membranas obtenidas.



3. ANTECEDENTES

3.1. Polimeros y biomateriales

Durante miles de afios, se han estado utilizando diferentes materiales como
sustancias de interés practico para lograr funciones especificas. Tan pronto como
estuvieron disponibles industrialmente, los polimeros sintéticos (a diferencia de los
polimeros naturales) han sido probados para diversas aplicaciones clinicas y
comerciales. Ejemplos de tales compuestos son polietileno de masa molar ultra alta
(UHMWPE), poli (tetrafluoroetileno) (PTFE), poli (metacrilato de metilo) (PMMA),

otros acrilicos y metacrilicos, siliconas, poliuretanos, etc.

3.1.1. Materiales biodegradables

Los polimeros biodegradables tienen un papel importante en la ingenieria de tejidos,

por ejemplo, como andamios 6seos en lesiones 6seas.?®

Para la regeneracion de tejidos, estan involucrados muchos factores en el proceso
de curacién, tales como procesos celulares, presencia de moléculas de
sefializacion, morfologia de matrices tridimensionales (3D), etc.??30:31 Cuando son
implantados los andamios artificiales en los sitios de defectos 6seos, se espera que
los andamios generen el crecimiento de nuevas células 6seas. El proceso de
remodelacion consta de dos etapas en las que: los osteoclastos son responsables
de la descomposicion y eliminacion de las células en la superficie del hueso, y los
osteoblastos sintetizan los precursores de colagenos para la formacion de matriz
Osea. En la tabla 1 se presentan algunos polimeros biodegradables utilizados en

tales aplicaciones clinicas.?®



Tabla 1. Materiales poliméricos biodegradables usados en aplicaciones

clinicas.
Tipo Polimeros Propiedades

Sintéticos Poli (acido lactico) - diferente peso
Poli (p-dioxanona) molecular
Copolimeros de &cido * polidispersidad
glicdlico y acido lactico « cristalinidad
Copolimeros de « transicion térmica
trimetilencarbonato y .
acido glicolico ) velomdad. fje

degradacion

Naturales Derivados de proteinas: Cambios en las
colageno, gelatina, actividades celulares y
albUmina. desviacion en las cargas
polisacaridos celulosa, de la superficie:
hialuronato, quitina, « hidrofobicidad,
alginato. * cristalinidad

De acuerdo con la literatura®?3334 |os andamios poliméricos han evolucionado para
servir como soportes celulares y guias de crecimiento celular para la formacion de
nuevos tejidos. Para ello se requiere una caracterizacion completa para la
fabricacion de andamios 3D exitosos. La literatura®>323¢ destaca algunas
caracteristicas que son importantes a tener en cuenta cuando se aplican andamios
para la reconstruccion de tejidos: la geometria externa, propiedades de superficie,
porosidad y tamafio de poro, adherencia de interfaz y biocompatibilidad, tasas de
degradacion y propiedades mecanicas. Los andamios de ingenieria de tejidos
consideran las propiedades de la superficie y el disefio de estructuras 3D como
factores importantes para la union celular y la proliferacion. El analisis in vivo de la
respuesta celular a los andamios de ingenieria de tejidos proporciona una mejor

comprension de la respuesta del huésped al implante en un entorno in vivo.3®

Comparativamente con los polimeros naturales, los polimeros sintéticos pueden

proporcionar uniformidad, estar libres de problemas de inmunogenicidad y constituir



una fuente confiable de materias primas. El desarrollo en la estructura de andamios
esta directamente relacionado a diversos métodos, y pueden usarse para fabricar:
andamios fibrosos, andamios funcionales, andamios ceramicos y O6rganos
artificiales, también se han probado diversos métodos de automatizacién y
esterilizacion de andamios.3? Ademas, las propiedades de la superficie del material
y los factores ambientales también pueden influir en gran medida en la interaccion

entre las células y los andamios de biomateriales promoviendo o no la adhesién.3®

3.1.2. Ceramicos

Dentro de los biomateriales se encuentran los ceramicos, que son Utiles para
la reparacion del esqueleto humano, asi como también la reconstruccion parcial o
total de los huesos, lo cual proporciona una mejor calidad de vida, principalmente
para las personas de edad avanzada. Generalmente se requiere un injerto para
sustituir o reparar el defecto éseo. Debido a esto, se han investigado cada vez mas
biomateriales ceramicos con el fin de que no sean dafiinos a los tejidos sanos. En
la actualidad lo mas novedoso esta centrado en el disefio y fabricacion de materiales
para medicina regenerativa, sistemas de cultivo, liberacién controlada de farmacos

y aplicaciones biénicas.??

3.1.3. Aplicaciones

Los biomateriales sintéticos se utilizan con éxito en aplicaciones como protesis total
de cadera (UHMWPE), injertos vasculares (PTFE, siliconas), lentes intraoculares
[PMMA vy poli (metacrilato de 2-hidroxietilo) (PHEMA) y siliconas], odontologia
(PMMA vy otros metacrilatos), etc. Estas aplicaciones requieren de un periodo de
tiempo limitado, es decir, el periodo de curacion. Para estas aplicaciones,
idealmente, el biomaterial debe desaparecer del cuerpo después de la curacion para
evitar el almacenamiento de un material extrafio innecesario. Por lo tanto, cualquier
macromolécula o polimero de alta masa molar que se vaya a usar por via parental
(inyeccion, infusion, implantacion), durante un periodo de tiempo limitado primero
debe degradarse, en términos de disminucion de la masa molar, y convertirse en

compuestos solubles de baja masa molar para ser excretables, a menos que los

6



subproductos de degradacion puedan procesarse bioquimicamente y transformarse
en dioxido de carbono, agua y biomasa. La demanda de polimeros quirtrgicos se
extendido progresivamente a dominios como la farmacologia (sistemas de
administracion de farmacos, macromoléculas bioactivas) y la odontologia (aumento
0seo, membranas periodontales). Las investigaciones mas recientes estan
orientadas a la ingenieria de tejidos y las protesis temporales medicadas, es decir,
las protesis temporales que estan asociadas con farmacos u otras sustancias
bioactivas, incluidas las macromoléculas (como ADN, genes, proteinas y
péptidos).3’

3.2. Liberaciéon de farmacos en andamios electrohilados

La técnica del electrohilado permite una mayor flexibilidad en la seleccion de
materiales para aplicacion en la liberacion de farmacos. Cualquiera de los
materiales biodegradables o no degradables pueden ser usados para controlar si la
liberaciéon del farmaco se produce por difusion ‘per se’, o a través de la difusion y la
degradacion del andamio. Ademas, gracias a la flexibilidad en la seleccién de
material, un gran numero de farmacos pueden ser atrapados: antibibticos,
medicamentos contra el cancer, proteinas y ADN. También se puede utilizar
diferentes métodos de carga de farmaco por electrohilado, como: recubrimientos,
incrustado y encapsulacion (coaxial y electrohilado de emulsion). Estas técnicas
pueden ser utilizadas para dar mayor control sobre la cinética de liberacion del

farmaco.12

3.2.1. Vancomicina

La vancomicina, cuya férmula es CesH75Cl2N9O24, €s un antibiotico glicopéptido
triciclico que se sintetiza de modo natural por Nocardia orientalis. Su efecto
bactericida inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana. Su modo de accién se
basa en alterar la accién de la transglucosidasa por impedimento estérico.


https://es.wikipedia.org/wiki/Glicop%C3%A9ptido
https://es.wikipedia.org/wiki/Glicop%C3%A9ptido
https://es.wikipedia.org/wiki/Nocardia
https://es.wikipedia.org/wiki/Nocardia
https://es.wikipedia.org/wiki/Pared_celular
https://es.wikipedia.org/wiki/Pared_celular
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Transglucosidasa&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Transglucosidasa&action=edit&redlink=1

El tratamiento con VA es una terapia eficaz para tratar las infecciones causadas por
bacterias Gram positivas tales como Staphylococcus aureus. La vancomicina tiene
menos efectos negativos sobre los osteoblastos y células esqueléticas que otros
antibiéticos cominmente usados in vitro,®® y no impide el crecimiento 6seo en
fracturas in vivo.®® Por ello, es un antibiético de interés en la fabricacién de sistemas
cargados de farmaco, para implantes 6seos o andamios para regeneracion de

hueso.

Se han desarrollado diferentes estrategias para la liberacion de la vancomicina a
partir de mezclas polimero-VA. Idealmente, el sistema de suministro debe liberar la
vancomicina muy por encima de la concentracién efectiva antibacteriana (es decir,
la concentraciéon minima, CMI) de manera sostenida.*® Durante el tratamiento de la
osteomielitis, por infeccidén presente en los huesos debida a Staphylococcus aureus,
es conveniente que la liberacion de vancomicina se realice a concentraciones

superiores a la CMI durante 6-8 semanas.*!

3.2.2. Actividad antimicrobiana

Este método se emplea para evaluar la sensibilidad de un agente microbiano
frente a un farmaco, es una prueba de susceptibilidad frente a drogas especificas.
Los resultados se expresan como sensible (S), intermedio (1) y resistente (R). Es
importante evaluar la actividad antimicrobiana para polimeros hibridos cargados con
farmacos para su liberacién, para combatir infecciones y evitar de esta forma el
desarrollo de resistencia a los antibidticos. Los nuevos materiales sintéticos deben

poseer propiedades antimicrobianas para utilizarse en dispositivos médicos.*?

3.3. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo interdisciplinario que combina el conocimiento
y la tecnologia de las células, los materiales de ingenieria y el factor bioquimico
adecuados para crear organos Yy tejidos artificiales, o para regenerar tejidos

dafiados.*® Implica la siembra de células en un andamio o soporte, seguido de



cultivo in vitro antes de la implantacion in vivo. Los andamios ideales proporcionan
un marco y un soporte inicial para que las células se unan, proliferen y diferencien,
y formen una matriz extracelular (ECM).** Cabe sefialar que se ha demostrado que
la topografia de la superficie del andamio y la quimica (humectabilidad, suavidad y
rigidez, rugosidad); microestructura (porosidad, tamafio de poro, forma de poro,
interconectividad, area de superficie especifica)*® y propiedades mecanicas*®4’
influyen significativamente en los comportamientos celulares, como la adhesion, el
crecimiento y la diferenciacién, y que afectan la bioactividad de los andamios
utilizados para aplicaciones de regeneracion in vivo de diversos tejidos, como el
cartilago, la piel y los nervios periféricos. Para fines de ingenieria de tejidos,
comprender el comportamiento celular y las respuestas en andamios extracelulares
dentro de una construccion 3D fisiologicamente relevante puede ayudar al disefio
de andamios bioactivos Optimos. Controlar el comportamiento celular y la
remodelacion mediante la modulacion del proceso del entorno extracelular mediante
ingenieria local también es un paso critico en el desarrollo de la proxima generacion

de andamios bioactivos para ingenieria de tejidos.3®

3.3.1. Poliuretanos para Ingenieria de tejidos 6seo

Una de las grandes ventajas de los andamios de poliuretano elastomérico es el
contacto intimo entre el implante y el hueso nativo. Se ha encontrado que este
contacto ayuda a eliminar las fuerzas de corte en la interfaz hueso-implante y facilita
la proliferacion de células osteogénicas, lo que promueve la regeneracion osea.
Otras ventajas de los poliuretanos es la posibilidad de disefiarlos para obtener las
propiedades deseadas, por ejemplo, el uso de segmentos alifaticos evita la toxicidad
de los productos de degradacién y el uso de péptidos o aminoacidos como
extensores de cadena puede incluir grupos funcionales.*®4% Ademas, el caracter

hidrofilico/hidrofébico de los poliuretanos afecta su viabilidad celular.5°



3.3.2. Biocompatibilidad

La biocompatibilidad es la capacidad de un biomaterial para desempefiar una
funcién sin provocar ningun efecto indeseable local o sistémico debido a un
tratamiento médico y al mismo tiempo generar una buena respuesta celular o del
tejido.

Existen muchos materiales utilizados en ingenieria de tejidos, los cuales se dividen
en materiales naturales y materiales sintéticos. Dentro de los naturales se incluyen,
por ejemplo, el colageno, los glucosaminoglicanos, quitosano y alginato. Las
ventajas de éstos es que poseen una baja toxicidad y respuesta inflamatoria cronica.
Dentro de sus desventajas se encuentran las pobres propiedades mecanicas, asi
como estructuras complejas, que pueden dificultar su manipulacion. Por lo que
tienen la posibilidad de combinarse con otros materiales naturales o sintéticos, con

el fin de mejorar las propiedades mecanicas manteniendo su biocompatibilidad.>?

3.4. Biomateriales hibridos para aplicacion en ingenieria de tejidos de

hueso

3.4.1. Biomimetismo

Puede ser beneficioso para un andamio emular ciertas caracteristicas de la matriz
extracelular (MEC) para promover el crecimiento de las células regenerativas.
Aunque, una MEC natural o sus derivados en realidad pueden no ser el andamio
ideal para aplicaciones de ingenieria de tejidos porque la ingenieria de tejidos
deberia ser un proceso de regeneracion acelerado en comparacion con el programa
de desarrollo natural. Ademas, ciertas caracteristicas de andamio artificial (como
porosidad, tamafio de poro, conectividad inter-poro, etc.) que son necesarias,
pueden ser disefiadas para aplicaciones Gptimas en ingenieria tisular (regeneracion
tisular acelerada). Adicionalmente, siempre hay preocupaciones sobre el posible
rechazo inmune y la transmisién de patégenos cuando se usa una MEC de origen

natural.>?
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3.4.2. Hidroxiapatita

La HA estd formada por fosfato de calcio cristalino (Cas (POa4)3(OH)).
Representa el 99% de calcio corporal y el 80% del fosforo total. Constituye el 70 %
del peso seco del tejido 6seo, siendo muy resistente a la compresion. Forma parte
de los bioceramicos, es un material biocompatible y representa una opcion para la
fabricacion de prétesis de hueso.’

La HA se comporta como una estructura oseoconductiva que permite ser invadida
por tejido conectivo proveniente del hueso circundante para posteriormente

osificarse, manteniendo en su interior las caracteristicas de su origen.

La HA se ha utilizado para inducir la formacion de apatita mas ampliamente. Se ha
informado recientemente que la adicion de nanoparticulas de HA mejora
significativamente el comportamiento de la mineralizacion. Ademas, que se prefiere
utilizar en este tamafio, debido a su alta relacion superficie-volumen, lo que produce

una suspensién uniforme durante el proceso de mezclado con polimeros. >3

Por otra parte, la nano HA tiene mejor bioactividad que los cristales mas gruesos y
representan claramente una clase Unica y prometedora de formulaciones de

implantes ortopédico/dental con propiedades oseointegrativas mejoradas.

3.4.3. Poliéster uretano

Recientemente, el interés en el disefio de nuevos poliuretanos biodegradables esta
aumentando debido a su posible aplicacion como matriz extracelular artificial en la
ingenieria de tejidos. La seleccién correcta de segmentos blandos y duros y su
relacion molar influye en las propiedades fisicas, mecanicas y biolégicas requeridas
para una aplicacion especifica.>*>® La incorporacién de enlaces éster labiles en el
segmento blando mediante el uso de policaprolactonas o polilactidas mejora la
degradabilidad del material.>¢ Por otra parte, la composicion quimica de los
segmentos duros puede afectar las propiedades mecanicas y biologicas de los

materiales.>” En los poliuretanos biodegradables, los segmentos duros suelen estar
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compuestos por diisocianatos alifaticos seleccionados, los cuales han demostrado

gue generan productos de degradacién no citotdxicos.>8
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales

El poliuretano Tecoflex® (PU1, EG-85A, grado médico) se obtuvo de Lubrizol
Co. Nano hidroxiapatita (nHA, Mw = 502.31 g/mol, particula <200 nm), clorhidrato
de vancomicina, (VA, Mw = 1.485,71 g/mol), dimetilformamida (DMF, 99,8%) y
tetrahidrofurano (THF, 99.9%), se adquirieron de Sigma-Aldrich, EE. UU. La
solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH = 7.4 + 0.2) se adquiri6é de DiaSorin
Co, EE. UU.

Se utilizaron policaprolactona diol (PCL, Mw = 2000), 4,4-metilen bis
(ciclohexil isocianato) (HMDI), butanodiol (BD), octoato de estafio Yy
dimetilformamida (DMF, 99,8%) para sintetizar poliuretano PU2. Se adquirieron en
Sigma-Aldrich, EE. UU.

4.2. Sintesis de poliuretano (PU2)

PU2 se sintetizd en una solucién 70:30 de DMF mediante una reaccion de
dos pasos, con una relacién molar de 1:4.05:3.05 de PCL: HMDI:BD.%° En el primer
paso, el diol de PCL se mezclé con un exceso de HMDI, en un reactor a 60 °C,
atmosfera de N2 y octoato de estafio al 0.3% como catalizador. En el segundo paso,
el BD se utilizé como extensor de cadena. El tiempo de reaccion en el primer paso
fue de 4 horas mientras que en el segundo paso fue de 2 horas. Pasado este tiempo,
el PU2 se precipitd en agua destilada y se lavé exhaustivamente para eliminar el

disolvente y los residuos.

4.3. Preparacion de membranas mediante la técnica de electrohilado.

Se utilizd6 una mezcla de disolventes de DMF y THF (70/30% v/v) para
disolver PU1 y PU2 a concentraciones de 10% y 50% (p/p) respectivamente. Las
membranas compuestas se prepararon mediante dispersion de nHA utilizando un
bafio ultrasénico durante 30 minutos en la mezcla de disolventes de DMF y THF,

para obtener una suspension al 10% p/p con respecto a PU1 y PU2. Se disolvio VA
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al 7% en peso con respecto a PU1 y PU2. De esta forma, VA se disperso en las
fibras PU1 o PU2 obtenidas. La solucion de polimero se coloco en una jeringa de
plastico de 6 mL y se controlé mediante una bomba de flujo (KDS200, KD Scientific
Inc., EE. UU.). Se utiliz6 una aguja de 0.8 mm de diametro. En la tabla 2 se muestran
los pardmetros utilizados para la elaboracion de cada membrana. Para encontrar
los parametros informados en la Tabla 2, se probaron diferentes valores para
velocidad de flujo, distancia y voltaje. La velocidad de flujo se evalu6 en intervalos
de 0.5 mL h', de 0.5 a 4 mL hl. La distancia se evalué de 10 a 20 cm, utilizando
intervalos de 5 cm. Se probo voltaje de 7 a 20 kV, evaluando a 7, 10, 13, 15, 16 y
20 kV.

Tabla 2. Pardmetros utilizados para la preparacion de membranas
electrohiladas.

Composiciony Parametros
nombre de la
muestra Flujo (mL/h) | Distancia (cm) Voltaje (kV)
PU1 2 15 15
PU1-nHA 2 15 15
PU1-VA 1 15 6
PU1-nHA-VA 1 15 16
PU2 1 15 10
PU2-nHA 1 15 )
PU2-VA 1 15 )
PU2-nHA-VA 1 15 i
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4.4. Técnicas de caracterizacion

4.4.1. Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR)

La composicion quimica de los poliuretanos y las membranas compuestas se
determind mediante espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR,
modelo Perkin Elmer Frontier) y la técnica de reflectancia total atenuada. Los
barridos de escaneo se llevaron a cabo en el rango de nimero de onda de 4000 a

500 cm y promediaron 50 escaneos y resoluciones de 4 cm™™.

4.4.2. Mediciones de difraccion de rayos X (DRX)

La estructura de los poliuretanos y las membranas compuestas se determiné
mediante difraccion de rayos X (DRX). Los patrones de DRX se obtuvieron en un
equipo Rigaku SmartLab operando a 40 kV y 20 mA, usando radiacion CuKa (I =
1.54 A). Las mediciones de DRX se adquirieron en un rango de 26 de 5 a 60° con

un tamafio de paso de 0.02°.

4.4.3. Peso molecular

El peso molecular por peso (Mw), el nimero molecular (Mn) y el indice de
polidispersidad (IPD) se determinaron usando Cromatografia de Permeaciéon en Gel
(CPG) inyectando las soluciones de muestra en un equipo Alliance 2695 GPC a 30
°C. Se pesaron muestras de 10 mg y se disolvieron en 10 mL de cloroformo, luego
se filtr6 una corriente de solucion de 100 mL en filtros de teflon (0.45 pm) para
eliminar el material insoluble. La determinacion de los diferentes promedios de peso
molecular se basa en la curva de calibracion relativa a los patrones de poliestireno
(PS).

4.4.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las membranas se caracterizaron mediante microscopia electrénica de

barrido (SEM), utilizando un microscopio electronico de barrido JEOL 5410LV antes
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y después de la liberacion del farmaco. Se utilizé un haz de electrones de 20 kV de

intensidad a alto vacio y todas las muestras se recubrieron con una pelicula de oro.

4.4.5. Andlisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) se realizé en un equipo Perkin Elmer
Pyris. Las muestras se mantuvieron a 25 °C durante un minuto seguido de

calentamiento hasta 600 °C a una velocidad de 10 °C min! en una atmésfera inerte.

4.4.6. Andlisis mecéanico dinamico (DMA)

El analisis mecanico dinAmico se realizd utilizando un Perkin Elmer DMA
8000 utilizado en modo de tension. Se calentaron muestras de 28.84 mm de
longitud, 0.61 mm de espesor y 8.96 mm de ancho de -50 °C a 100 °C a una
velocidad de 2 °C/min.

4.4.7. Calorimetro diferencial de barrido (DSC)

Para la calorimetria diferencial de barrido se utilizé6 un equipo Perkin Elmer
DSC 8500. Se encapsulé una muestra de 10 mg en una bandeja de aluminio y se
analizé. Se mantuvo una temperatura de -70 °C durante un minuto, seguido de un
calentamiento hasta 230 °C, un enfriamiento hasta -70 °C y un recalentamiento
hasta 230 °C, a una velocidad de 10 °C min™.

4.4.8. Ensayo de tensidon mecanica

La prueba de tension mecanica se llevo a cabo de acuerdo con la norma
ASTM D882, utilizando una maquina de pruebas universales de precision Shimadzu
(Modelo Autograph AGS-X). Se probaron muestras de 5 x 24 x 0.1 mm con una
celda de carga de 100 N, una velocidad de cabezal de 100 mm min!y una longitud
de prueba de 12 mm. Se reportan el modulo elastico, la resistencia a la tension y la

deformacion por ruptura.
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4.4.9. Estudios in vitro de liberacién de farmacos

Las membranas cargadas con VA se colocaron en una celda de cuarzo que
contenia PBS como medio de liberacion. La absorbancia de las soluciones a 280
nm se midié con un espectrofotometro UV-visible (Perkin Elmer modelo Lambda
20). La cinética de liberacién se obtuvo a partir de graficos de la absorbancia contra
el tiempo. Se obtiene una curva de calibracion interpolando los datos del farmaco
en el rango de 7 a 14 mg dL*. Todas las medidas se realizaron por triplicado a 37°
C.

El mecanismo de la liberacion de VA de las diferentes membranas se estimo
utilizando los datos obtenidos de los ensayos de liberacion. Se utilizo el método de
minimos cuadrados para encajar en tres modelos de liberacion: Korsmeyer y
Peppas, Higuchiy orden cero después de calcular los parametros de cada modelo.
También se calcul6 el criterio de informacion de Akaike (AIC), una medida de la
excelencia de ajuste, para cada conjunto de datos, y se informé su valor promedio

para cada modelo.

4.4.10. Pruebas citotdxicas in vitro.

La citotoxicidad se evalu6 utilizando la linea celular de osteoblastos SAOS-2
(ATCC HTB-85). Las células se cultivaron en medio de cultivo celular RPMI-1640
(Sigma Aldrich) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Biowest) y solucién
de estreptomicina/penicilina al 1% (Sigma Aldrich), a 37°C y CO:2 al 5%.

Se obtuvieron extractos de las membranas para pruebas de citotoxicidad
indirecta. Se esterilizaron discos de muestra de 6 mm de didmetro mediante lampara
UV, se introdujeron en tubos y se sumergieron en medio de cultivo suplementado
siguiendo una proporcién de 1 disco mLt. Después de 24 horas de incubacion, los
extractos se probaron con el cultivo celular.

El efecto de los extractos se evalué sembrando SAOS-2 en una placa de 96
pocillos hasta una densidad de 1 x 10* células por pocillo en 100 pl de medio de
cultivo suplementado. Se utilizaron 3 pocillos como control positivo. Después de 24
horas, teniendo en cuenta las instrucciones del fabricante, se retirdé el medio y se

agregaron los extractos a las células, seguido de incubacién durante otras 24 horas.
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En consecuencia, se evalué su viabilidad midiendo la reduccion de resazurina,
utilizando reactivo celular Titer-Blue® (Promega Co.). La absorbancia de las
muestras se midi6 utilizando una placa Cytation 3 reader (Biotek) a 570 nm y 600

nm. Los datos se expresan como porcentajes de viabilidad.

4.4.11. Prueba de actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las membranas electrohiladas se prob6 contra
Staphylococcus aureus, empleando la técnica de difusién en agar segun el método
de Gonzalez-Pérez et al., 28 S. aureus (American Type Culture Collection, ATCC
29213) se activo por primera vez en caldo de infusion cerebro-corazén (BHI, DIFCO,
EE. UU.) a 37°C durante 24 horas. Se prepard un indculo afadiendo las bacterias
a 10 mL de PBS hasta una densidad 6ptica (600 nm) de 0.01 equivalente a una
concentracion de aproximadamente 1 x 10° UFC mL1. Este inéculo se afiadié a
medio de agar BHI al 1% en proporcion 1:10 y se colocé en placas de Petri. Después
de 24 horas de incubacion, tres muestras de cada membrana de 6 mm de didmetro
conteniendo vancomicina: 0.4 microgramos en membranas PU1 y 2.0 microgramos
en membranas PU2, se colocaron en cada placa de BHI-Agar. Las placas se
incubaron a 37 ° C durante 24 horas, luego se midi6 la zona de inhibicion alrededor
de cada membrana. Se realiz6 un analisis estadistico de los resultados del halo de

inhibicién, considerando las tres muestras.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Caracterizacion de poliuretanos pristinos

El poliuretano comercial (Tecoflex®) (PU1) y el poliuretano sintetizado (PU2)
se caracterizaron antes de la preparacion de las membranas. Ambos polimeros
tienen el mismo segmento rigido (HMDI-BD) pero diferentes segmentos blandos,
politetrametilén éter glicol (PTMEG) o PCL. El analisis FTIR confirmé la presencia

de enlaces uretano tanto en PU2 como en PU1, como se puede ver en la Figura 1a.

Las diferentes bandas correspondientes a PU1 incluyen sefales a 3451y 3326 cm-
1 originadas a partir de la vibracion de estiramiento superpuesta de NH libres y
enlazadas y OH, la vibracion de estiramiento del carbonilo de los uretanos a 1716 y
1696 cm, estos picos caracteristicos generalmente emergen a 1600-1750 cm?,
estiramiento B del poliéter CH2 a 2924 cm?, estiramiento del poliéter a y B CHz a
2854 cm, estiramiento de CN y flexion de NH a 1527 cm™, estiramiento de CN
amida Ill en una banda a 1227 cm, y la absorbancia de éter de PTMEG alrededor
de 1110 cm™1.2°

Para PU2, los picos caracteristicos correspondientes a la vibracion de estiramiento
N-H de los grupos amina libre y enlazados a 3454 y 3328 cm en el segmento rigido,
se originaron a partir de la vibracién de estiramiento superpuesta de N-H y O-H. A
1552 cm las bandas de amida Il (estiramiento C-N y flexiéon N-H), y 1233 cm las
bandas de amida Il (estiramiento C-N). La banda de carbonilo a 1722 cm
corresponde al segmento blando de éster, pero el hombro a 1692 y 1664 cm-* puede
atribuirse al estiramiento del carbonilo de los enlaces uretano. La presencia de
grupos éster de PCL debido al estiramiento de los enlaces C-O se observa a 1040
y 1151 cm™. ¢ Estos resultados concuerdan con la literatura? (incluir referencias)
Los patrones XRD en la Figura 1b muestran que PU1l tiene una estructura
predominantemente amorfa segln otros informes,3° y el PU2 sintetizado tiene una
estructura semicristalina con los picos asociados con el segmento blando PCL
alrededor de 26 =21.3°y 23.7 °.
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Figura 1. (a) Espectros FTIR de PUl y PU2. (b) patrones XRD de PUl y
PU2.

El Mn, Mw y el indice de polidispersidad (PDI) que se muestran en la tabla 3
se determinaron usando andlisis GPC. Los pesos moleculares se encontraron
diferentes entre PU1 y PU2. El peso molecular fue menor y la distribucién del peso
molecular fue mas amplia en PU2 (segun el indice de polidispersidad, IPD, méas
alto). Esto es importante porque, en la técnica de electrohilado, es aconsejable
utilizar polimeros con pesos moleculares mas altos.®® El aumento del peso

molecular reduce el nimero de perlas y gotas.°

Tabla 3. Parametros de composicion de pesos moleculares medios, Mw, Mn

y PDLI.
Samples Mw (Da) Mn (Da) PDI
PU1 163859 68248 2.400922
PU2 14762 2578 5.727260

20



5.2. Caracterizacién de membranas electrohiladas

5.2.1. Andlisis morfolégico por SEM

La morfologia de las membranas se examind mediante SEM. Las figuras 2a-
2d corresponden a membranas con PU1. Se observan fibras lisas con un didmetro
medio de 0.88 + 0.059 um en las membranas PU1 y PU1-nHA. Se observo que el
diametro medio de las fibras disminuyd considerablemente a 0.64 £ 0.018 um en
fibras con VA. En formulaciones de PU1l con nHA (Figuras 2b y 2d), podemos
observar particulas de nHA adheridas a la superficie de las fibras e incrustadas en
las fibras, por lo que podrian facilitar la osificacion en posibles aplicaciones
ortopédicas y dentales. Ademas, todas las membranas con PU1l mostraron una
estructura porosa con fibras orientadas al azar. Otras investigaciones aseguran que
la morfologia de estas arquitecturas en membranas favorece la adhesién y el

crecimiento celular.6!

La morfologia de las membranas fabricadas con PU2 es porosa como puede
verse en las figuras 2e-2h. Presenta algunos segmentos de fibra con diametros de
1.07 um en PU2, 1.32 um en PU2-HA, 0.47 um para PU2-VA y 0.68 um para PU2-
HA-VA. Sin embargo, todas las membranas que contienen PU2 no tenian
morfologias de fibra definidas y bien formadas como las membranas que contienen
PUL. Esto es consistente con la diferencia de peso molecular de PU1 y PU2, como

se muestra en la tabla 3.
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0.88 um

Figura 2. Imagenes SEM a 5000 X de las membranas electrohiladas de
PU. (a) PUL (b) PU1-nHA, (c) PU1-VA, (d) PU1-nHA-VA, (e) PU2, (f) PU2-nHA,
(g) PU2-VA Y, (h) PU2-nHA-VA.
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5.2.2. Andlisis quimico por FTIR y estudios de difraccion de rayos X

Los espectros de las membranas electrohiladas de PU1-nHA, PU1-VA y PU1-
nHA-VA se pueden observar en las figuras 3a, 3b, y 3c, respectivamente. Las
sefales PU1 prevalecen por su mayor proporcion. En el espectro, las bandas 3a
y 3ca 1024, 601y 562 cm corresponden a enlaces fosfato de nHA gque confirman
su incorporacién en la membrana.?? Sin embargo, las bandas de VA no se
observaron en los espectros de las figuras 3b y 3c porque la concentracién mas
baja en la mezcla y las bandas més intensas de VA estaban enmascaradas por

las bandas de PU.

Pueden formarse multiples enlaces de hidrégeno debido a la presencia de grupos
donantes de protones (grupos N-H uretano) y grupos aceptores de protones
carbonilo (C=0 uretano y éter de oxigeno) en el PU1 pristino.63%* Se observa que
las bandas a 3452 y 3322 cm™ correspondientes a NH (libre y enlazado), y las
bandas a 1716 y 1693 cm* correspondientes a C=0 (libre y enlazado) en PU1 no
se ven afectadas por la presencia de nHA y VA en los compuestos, ya que dichos
compuestos tienen multiples grupos donantes y aceptores de protones como se
puede ver en el esquema de la figura 4. Las interacciones en estos grupos
sugeridas por los espectros contribuyen a la compatibilidad quimica en los

compuestos.

Como se muestra en la figura 4, se observa un mayor nimero de grupos donantes
y aceptores de protones por unidad repetitiva en la estructura quimica de PU2, en
comparacion con PU1. Esta situacion afecta las propiedades de liberacion de la
vancomicina, como se vera mas adelante. Los espectros de las membranas
electrohiladas de PU2-nHA, PU2-VA y PU2-nHA-VA se pueden observar en las
figuras 3d, 3e, y 3f. En el espectro, las bandas 3d y 3f a 1024 cm™! atribuidas al
estiramiento de PO correspondiente a enlaces fosfato fueron enmascaradas por

las bandas PU2, pero las bandas a 601 y 562 cm™ referidas a enlaces fosfato
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vibracionales, se pueden apreciar claramente como evidencia de la presencia de
nHA. Ademas, las bandas de vibracion de estiramiento N-H y C=0
correspondientes a los grupos libres y con enlaces de hidrogeno en PU2 no se

ven afectadas por la presencia de nHA y VA en los materiales compuestos.

Se obtuvieron espectros nHA y VA, como grupo de control. El espectro para nHA,
figura 3g, muestra dos bandas a 562 cm™ y 601 cm™, que son el resultado de las
vibraciones producidas por O-P-O. La banda de 880 cm esta asociada con la
presencia de grupos carbonato. Las bandas muy fuertes ubicadas a 1024 cm*
indican la presencia de grupos funcionales PO4* (P-O) y las bandas mas débiles
a 1415 cm™ y 1460 cm™ corresponden a los grupos funcionales CO3?" El Gltimo

pico, ubicado a 3569 cm™ corresponde a las vibraciones OH-.62

Para VA, figura 3h, una banda a 1683 cm! esta asociada con anillos aromaticos
y el estiramiento de la amida I. Las bandas fuertes a 1503 cm! corresponden a la
amida Il y el estiramiento C-C, C-N y C-O se observa a 1232 cm 1.5 Las bandas

de 2993 cmy 3326 cm™ corresponden a los grupos C-H y O-H, respectivamente.
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Figura 4. Posibles enlaces de hidrégeno que se forman entre el PU1 o PU2
y VA, indicados en sus estructuras quimicas con puntos rojos. (Corregir el titulo

también en la lista de figuras)

La figura 5 muestra los patrones de difraccion de rayos X de las membranas
compuestas electrohiladas. En la figura 5a la estructura amorfa de PUl es
predominante en sus compuestos, solo se observan picos a 20 =32 °y 39.5 ° en
P1-nHA-VA. Los picos caracteristicos de la hidroxiapatita se observaron en PU2-
nHA y PU2-nHA-VA a 206 = 32 ° y 33 °, acompanados de algunos picos de menor
intensidad ubicados en 20 = 26 °, 46.5 ° y 49 °, y otros que corroboran la presencia
de hidroxiapatita se ubican en 26 = 34 ° y 39.5 °. Los picos caracteristicos de VA
desaparecieron en los compuestos mostrando que el farmaco perdi6 su cristalinidad
durante el desarrollo de la formulacion y permanecio en forma amorfa dentro de las

membranas como puede verse en otras formulaciones de polimero VA.56
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Se obtuvieron patrones de difraccion de rayos X para nHA y VA, como grupo de
control. Se identificaron los picos caracteristicos de nHA en los espectros XRD. La
intensidad de pico mas fuerte de la muestra de nHA se encontraron en 20 = 31.76
°y 26 = 25.85, que eran los dos picos mas caracteristicos de nHA, los otros picos
caracteristicos con menor intensidad se encontraron en 20 = 32.85 ° y 206 = 34.08

o 10

Los resultados de los datos de XRD indican que la VA es amorfa.®’
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Figura 5. Patrones de difraccidén de rayos X de las membranas compuestas
electrohiladas de (a) PU1-nHA, (b) PU1-VA, (c) PU1-nHA-VA, (d) PU2-nHA, (e)
PU2-VA, (f) PU2-nHA-VA, (g) nHAy (h) VA.
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5.2.3. Caracterizacion térmica y mecanica

5.2.3.1. Analisis termogravimétrico por TGA

La TGA es una técnica importante para la caracterizacién de polimeros y
sus compuestos, ya que cada componente contribuye al comportamiento
termogravimétrico.>> Tanto los polimeros PU1 como PU2 son térmicamente
estables hasta 200 °C, lo que permite el procesamiento por debajo de estas
temperaturas. Muchos autores sugieren que el grupo uretano es inestable a altas
temperaturas, por lo que pueden ocurrir reacciones de degradacion térmica durante

el calentamiento.®® La degradacion de cada compuesto se describe a continuacion.

Los termogramas de la figura 6a muestran dos etapas de degradaciéon en PUL. La
primera etapa se atribuye a la descomposicion de los enlaces uretano. La segunda
esta relacionada con la descomposicion del grupo éter.®® En la primera etapa, el
38.3% de la pérdida de peso ocurre entre 230 °C y 360 °C y en la segunda etapa,
el 59.3% de la pérdida de peso ocurre entre 360 °C y 460 °C como se esperaba.”
En la figura 6b, podemos observar la primera etapa de degradacion en PU2 con una
pérdida de peso del 90.8% que ocurre entre 260 °C y 360 °C donde se rompen la
mayoria de los enlaces uretano y los enlaces éster PCL, y la segunda etapa de 6.6
% de pérdida de peso se produce entre 410 °Cy 470 °C debido a la descomposicion
del segmento rigido remanente, como también se ha informado con poliuretanos

similares.>®

En materiales compuestos con nHA el peso final es cercano al 10%, relacionado
con la concentracion inicial de nHA en la membrana que no se degrada por debajo
de 600 °C,'® por tratarse de un compuesto ceramico. VA también afecté el
comportamiento térmico de los composites. Este compuesto solo tiene tres
temperaturas de descomposicion alrededor de 42 °C, 284 °C, y 478 °C; y una masa
residual de alrededor del 40%.”* Por eso los compuestos pierden moléculas de
agua por debajo de 100 °C en proporcién al contenido de VA en el compuesto.
Después de eso, la degradacion de PULl y PU2 se desplaza a una temperatura mas
alta cuando se agrega VA a las membranas. La estabilidad térmica de los materiales

compuestos es importante para una posible aplicacion en la liberacion de farmacos
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y la ingenieria de tejidos, ya que la temperatura fisiolégica es de 37 °C. Ademas, la

caracterizacion TGA nos proporciona informacion sobre la composicion de los

materiales y sus posibles interacciones. ElI comportamiento térmico de los

compuestos mostré evidencia de la presencia de nHA y VA y las cantidades

utilizadas en las formulaciones de la muestra, en contraste con los resultados

obtenidos por FTIR donde VA estaba enmascarado. El comportamiento térmico de

cada compuesto esta regido por la composicion quimica de cada uno, y de ahi las

posibles interacciones quimicas que se puedan producir, derivadas de su estructura

quimica, como la cantidad de grupos carbonilo presentes. EI PU2 tiene en su

estructura un mayor nimero de grupos carbonilo, como se puede ver en la figura 6.
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Figura 6. (a) termogramas de las membranas electrohiladas de PU1, PU1-

nHA, PU1-VA y PU1-nHA-VA, (b) termogramas de las membranas electrohiladas
de PU2, PU2-nHA, PU2-VA, PU2- nHA-VA.
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5.2.3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y andlisis mecénico dindmico
(DMA)

Se utilizaron DSC y DMA para la determinacion de transiciones en los
poliuretanos y sus compuestos, como se muestra en la tabla 4. Las transiciones
estan asociadas con segmentos amorfos en un rango de baja temperatura y
segmentos cristalinos a altas temperaturas. La interaccion entre los segmentos
cristalino y amorfo aumenta la miscibilidad entre los dominios y depende en gran

medida de la composicién quimica de los dominios.’>7"3

Los resultados de DSC estan de acuerdo con los difractogramas de rayos X.
Debido a la estructura amorfa de PU1, no presenta picos de fusion en las curvas de
calentamiento y sus compuestos.>® Como se encontré que PU2 tiene una estructura
semicristalina en XRD, tiene un punto de fusién a 54.9 °C, el punto de fusion cambia
a una temperatura mas baja en sus compuestos, como una indicacién de un grado

de miscibilidad en sus fases.”*

La Ta obtenida del DMA corresponde a la temperatura en el pico tan & (valor
maximo de tan &) que normalmente corresponde a la temperatura de transicion
vitrea (Tg).”® La adiciéon de nHA y VA a las membranas cambia la Tg de -50 °C a -
39 °C cuando se agregan por separado, pero en PU1-nHA-VA la Tg es de -48 °C,
que estd mas cerca de la transicion de PUL. La incorporacion de nHA y VA por
separado a las membranas con PU2 no afect6 su Tg. Solo PU2-nHA-VA cambi6 su
Tg de -38 °C a -35 °C. Este cambio en las propiedades térmicas indica un grado de
miscibilidad en este material compuesto. Como se ha informado para materiales
hibridos.”

5.2.3.3. Caracterizacion mecéanica

Las propiedades mecanicas se muestran en la tabla 4. Estos resultados estan
influenciados por dos fendmenos diferentes: la estructura quimica, es decir, las

propiedades de los segmentos amorfos y la arquitectura resultante de cada material.
76
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Ademas, una mejor distribucion de las particulas de nHA en las fibras de PU
proporciona un efecto de refuerzo. EI médulo de elasticidad de PU1-nHA aumenté
casi un 95% en comparacion con el modulo de elasticidad de PU1. Nuevamente, la
adicion de nHA se refleja en un aumento de la rigidez del material. Sin embargo, la
deformacion a la ruptura en el momento de la falla solo disminuy6 aproximadamente
un 17%. Esto significa que la capacidad de deformacion de la membrana no se ve
afectada. En el caso de la adicion de VA, disminuyé el médulo elastico en
aproximadamente un 15%, y la deformacion a la ruptura, considerando el error
experimental, puede considerarse no afectado. Cuando se agrega VA a PU1-nHA,
el modulo elastico disminuye en un 29%. La resistencia a la tension no se ve
afectada por la adicion de VA. En cuanto a la deformacion a la ruptura, fue menor
para PU1-nHA en comparacion con las membranas de PU debido a un aumento en
la rigidez.

El PU2 y sus compuestos mostraron mayor modulo de elasticidad, menor
resistencia a la tension y menor deformacion a la rotura de acuerdo con su contenido
de segmento rigido y bajo peso molecular. Sin embargo, la influencia de nHA y VA

fue similar a las que contienen PU1 como se puede ver en la tabla 3.

El efecto favorable de nHA sobre las propiedades mecénicas fue similar a los
reportados para otras formulaciones.”” Ademas, el nHA es importante debido a sus
excelentes atributos como la capacidad de inducir la formacion de apatita de manera
mas amplia in vivo. Recientemente se ha informado que la adicion de nanoparticulas
de nHA mejora significativamente la mineralizacion de biomateriales. Por otro lado,
nHA tiene mejor bioactividad que los cristales mas gruesos y representa una clase
Gnica y prometedora de formulaciones de implantes ortopédicos / dentales con

propiedades de osteointegracion mejoradas.’853
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Tabla 4. Propiedades

térmicas y mecanicas de

electrohiladas. Medias + Desviacion estandar.

las membranas

Propiedades

térmicas Propiedades mecanicas
DSC DMA
Parametros Tm Tg Modulo Resistencia | Deformacion
elastico alatension | alaruptura
(MPa) (MPa) (%)
PU1 - -50 5.49+0.65 14.39+1.79 | 264.57+31.80
PU1-nHA - -39 10.72+1.93 | 20.83+3.83 | 220.21+20.93
PU1-VA - -39 4.72+0.50 9.95+1.43 | 247.13+47.86
PU1-nHA-VA - -48 7.63+0.95 18.55+1.96 | 233.82+15.37
PU2 54.9 -38 31.35£2.6 3.34+1.2 76.3+51.0
PU2-nHA 49.6 -38 36.60+1.6 5.37+£0.04 217+6.5
PU2-VA 49.7 -38 44.9+1.6 4.18+0.80 90.6+59
PU2-nHA-VA 50 -35 36.7t4.4 2.12+0.12 17.4+3.74
HUESO 1.058 - 20 8-50 2 -4

TRABECULAR 7

5.2.4. Liberacion in vitro de farmaco en solucion

Tecoflex® (PU1) es parte de un grupo de polimeros no degradables, mientras

gue PU2 se considera degradable debido a sus enlaces éster en el segmento PCL.

Se ha encontrado que ambos grupos, los polimeros no degradables y los polimeros

degradables, son importantes para amplias aplicaciones en el campo de la

administracién controlada.”® El rendimiento de liberacién de VA en un corto periodo

de tiempo se puede observar en las figuras 7a 'y 7b. A los 10 minutos, la liberacién

de VA alcanza el 36% en las membranas PU1-VAy el 26% en las membranas PU1-

nHA-VA. Por otra parte, la liberacion de VA alcanza el 19.5% en las membranas

PU2-VAYy el 4.9% en las membranas PU2-nHA-VA. Esta liberacién en poco tiempo
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es importante para inhibir una adhesion inicial de bacterias durante la cirugia de
implantacion, mientras que el antibidtico restante es importante para evitar ciertas
cepas de bacterias adheridas que serian capaces de formar biopeliculas en la
interfase implante-tejido.”® No se realizaron experimentos de liberacién prolongada

para este estudio.

Segun la caracterizacion ya comentada en este trabajo, existen varios
factores que pueden afectar la liberacion del farmaco en poco tiempo. Como las
interacciones de los enlaces de hidrégeno, cristalinidad, area superficial, entre
otros.8° Entre las propiedades de PU1 se puede mencionar que es hidréfobo y no
degradable’, tiene comportamiento elastomérico y una Tg mas baja. Una Tg mas
baja en los polimeros es un factor clave que determina la velocidad de difusién del
farmaco, como han informado Qian y Berkland.®®

Por otra parte, PU2 tiene mas grupos carbonilo en su estructura que PU1,
como se representa en la figura 4. Cuanto mayor sea el numero de grupos carbonilo,
mayor sera el nimero de interacciones de puentes de hidrdgeno con vancomicina
gue seran posibles. Esto da como resultado una liberacion menor y mas lenta de
VA en el medio.

La evaluacién de la liberacion del farmaco en este estudio se realiz6 en un
tiempo de 10 minutos. Por lo tanto, no existe una relacion directa entre las tasas y
cantidades de liberacion del farmaco con las diferencias en la degradacion entre
PU1ly PU2.
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Figura 7. Liberacion de VA de las fibras electrohiladas de m (a) PU1-VA, A
(b) PU1-nHA-VA, ¢ (c) PU2-VA, e (d) PU2-nHA-VA

La morfologia de las membranas después de la liberacion de VA se observo
mediante SEM, en la Figura 8. La morfologia es similar antes y después del

experimento de liberacion, pero las fibras se encontraron mas delgadas después de
la liberacion de VA.
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Figura 8. Imagen SEM después de la liberacion de las membranas: (a) PU1-
VA, (b) PU1-nHA-VA. (c) PU2-VAy (d) PU2-nHA-VA

La Tabla 5 analiza los modelos de liberacién cinética para las membranas
electrohiladas. Los valores obtenidos en la liberacion de VA en todas las
membranas se ajustaron a tres modelos: Korsmeyer y Peppas, Higuchi 0.3, Higuchi
0.5 y orden cero. Ademas, se obtuvieron el error cuadratico medio (RMSE)®! y el
criterio de informacion de Akaike (AIC).8?

El modelo que resulté con un R? mas cercano a 1 fue el modelo de Korsmeyer
y Peppas en PU1-VA, PUl-nHA-VA y PU2-nHA-VA, este modelo describe un
fenémeno de liberacion que involucra difusion, es decir, por relajacion de las fibras
de la membrana que ocurre cuando el tampon fosfato penetra la membrana, durante
la liberacion.” En PU2-VA el valor de R? indica que la cinética de liberacién es de

orden cero, este modelo describe un sistema que libera su contenido por erosion
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con una constante de velocidad independientemente de su concentracién, y la

liberacién es sélo una funcién del tiempo.’

Los valores de R? y RMSE se utilizaron para evaluar la idoneidad de los
modelos, donde cuanto mayor R? y valores mas bajos de RMSE, mejor es la
aplicabilidad de los modelos.?! El valor RMSE mas bajo de cada componente en

todos los casos fue el modelo de Higuchi.

El AIC es una medida de la excelencia de ajuste, también se calculé con
Excel Microsoft 365 para cada conjunto de datos y se informd su valor promedio
para cada modelo. Para los valores de AIC, los cuatro componentes mostraron
valores mas bajos para el modelo de Higuchi. Este modelo describe que la
disolucién y el hinchamiento de la matriz son insignificantes, lo que esta de acuerdo
con las caracteristicas hidrofébicas de PU1 y PU2. Ademas, que la difusion del
farmaco se produce en una Unica dimension; que la difusividad del farmaco es
constante y que, en el medio de disolucién, siempre estan presentes condiciones
perfectas de inmersion®384 lo que concuerda con las condiciones experimentales de
liberacién de VA en este trabajo. Todo esto describe la liberacion de farmacos
solubles y poco solubles en medios acuosos, lo que concuerda con las

caracteristicas de la vancomicina.
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Tabla 5. Modelos de liberacion de las fibras electrohiladas de PU1-VA, PU1-
nHA-VA, PU2-VA y PU2-nHA-VA en un tiempo de equilibrio de 10 minutos.

Componentes Liberacion (%) Modelo Parametros | R? RMSE AlIC Mecanismo de
liberacion

PU1-VA 36.0 Korsmeyer n=0.999 0.958 | 0.0544 6.19 Difusion

and Peppas Kp=0.6482

Higuchi 0.3 K=0.9378 0.892 | 0.0219 4.07

Higuchi 0.5 K=0.6696 0.8681 | 0.0249 4.14

Zero order K=0.3919 0.7846 | 0.7359 26.55
PU1-nHA-VA | 26.0 Korsmeyer n=1.035 0.8158 | 0.1280 7.05 Difusion

and Peppas Kp=0.9223

Higuchi 0.3 K=1.4855 0.7801 | 0.1429 4.49

Higuchi 0.5 K=1.081 0.7517 | 0.0716 4.64

Zero-order K=0.6763 0.6616 | 1.0043 23.53
PU2-VA 195 Korsmeyer n=0.878 0.8354 | 0.4847 21.04 Difusion

and Peppas Kp=0.6482

Higuchi 0.3 K=0.2161 0.8936 | 0.1291 6.08

Higuchi 0.5 K=0.1403 0.9031 | 0.1503 6.82

Zero-order K=0.0634 0.9234 | 0.4224 21.85
PU2-nHA-VA | 4.9 Korsmeyer n=0.5867 0.8175 | 0.4349 24.92 Difusion

and Peppas Kp=0.6482

Higuchi 0.3 K=0.7263 0.7826 | 0.0282 4.10

Higuchi 0.5 K=0.5077 0.7642 | 0.0279 4.10

Zero-order K=0.2825 0.7051 | 0.5697 36.46

5.2.5. Pruebas citotdxicas in vitro

La Figura 9 muestra el efecto citotdéxico de los extractos de membranas

electrohiladas. La viabilidad de las células fue superior al 75% en contacto con los

extractos obtenidos de los diferentes compositos. Se puede concluir que los

extractos no son citotoxicos para las células SAOS-2.78%5 en la concentracion
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utilizada de las formulaciones de las membranas compuestas inmersas en medio
de cultivo por 24 horas. La menor viabilidad de los extractos de compositos con VA
nos lleva a pensar que el farmaco influye en el metabolismo de las células. En el
caso del extracto de PU2-nHA-VA se obtiene una viabilidad cercana al 100%, esto
se puede relacionar con estudios de liberacion donde PU2-nHA-VA mostré una

menor tasa de liberacion.
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Figura 9. Viabilidad celular de extractos de las membranas electrohiladas.

5.2.6. Actividad antimicrobiana

El efecto antibacteriano de VA fue confirmado por la inhibicion de S. aureus
cultivado en medio de agar BHI (figura 10). No se observaron zonas de inhibiciéon
con las membranas de control (PU1, PU1-nHA, PU2, PU2-nHA). Los compuestos

cargados con VA produjeron un halo de inhibicién caracteristico del efecto
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antibiético. Estos resultados fueron comparables a la liberacién de VA en solucién,
en la que se muestra la liberacion en poco tiempo, como se observa en la figura 7.

Para muestras de PU1-VA, PU1-nHA-VA y PU2-VA de tamafio circular de 6
mm de diametro, se observaron halos de inhibicion de 15.8 + 0.27 mm. Los halos
de inhibiciébn menores de 12 mm para VA en cepas de Staphylococcus aureus se
consideran una prueba de sensibilidad al antibiético*? pero no suficiente para inhibir

las bacterias.

Figura 10. Inhibicién de S. aureus para membranas electrohiladas a las 24
h de exposicion (a) PUL, (b) PU1-nHA, (c) PU1-VA, (d) PU1-nHA-VA, (e) PU2, (f)
PU2-nHA, (g) PU2-VA, (h) PU2-nHA-VA.
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6. CONCLUSIONES

Se prepararon membranas porosas de poliuretano PU con nHA y VA
mediante técnica de electrohilado. La morfologia microscopica de la membrana de
PU1 y sus compuestos presentd una arquitectura porosa con nanofibras lisas
orientadas aleatoriamente. La morfologia microscopica de la membrana de PU2 y
sus compuestos fueron porosos con fibras no definidas y bien formadas. La
incorporacion de nHA y VA y su efecto, fueron bien establecidos por diferentes
técnicas. El andlisis FTIR confirmé los grupos funcionales caracteristicos de los
poliuretanos tanto en PU2 como en PUL. El andlisis FTIR confirmd la presencia de
nHA en los compuestos conteniendo este ceramico tanto en PU1 como en PU2. No
fue posible observar las bandas correspondientes a VA debido a que la
concentracion de VA es baja, 7% p / p con respecto al peso de PU1 o PU2, ademas
de que sus bandas se superponen con las bandas de los otros componentes. Los
patrones XRD muestran que PU1 tiene una estructura predominantemente amorfa
y PU2 sintetizado tiene una estructura semicristalina, observandose los picos
predominantes de la HA en las formulaciones con este ceramico. El peso molecular
determinado por GPC fue mayos en PUL1 vy la distribucion del peso molecular fue
mas amplia en PU2. El comportamiento térmico de los compuestos mostré
evidencia de la presencia de nHA y VA, en las cantidades utilizadas en las
formulaciones de la muestra, en contraste con los resultados obtenidos por FTIR,
donde VA estaba enmascarado. Los resultados por DSC y DMA indican cierto grado
de miscibilidad. Los valores obtenidos mediante la caracterizacién mecanica reflejan
gue el compuesto PU1l-nHA-VA presenta valores en el rango de los valores
reportados para el hueso trabecular. La liberacion de VA alcanza el 19.5% en las
membranas PU2-VA y el 4.9% en las membranas PU2-nHA-VA. La liberacion de
VA alcanza el 36% en las membranas PU1-VA y el 26% en las membranas PU1-
nHA-VA. La morfologia es similar antes y después del experimento de liberacion,
pero las fibras se encontraron mas delgadas después de la liberacion de VA. A partir
del estudio de los modelos de liberacion y considerando los valores de AIC, se
puede sugerir que la liberaciéon de vancomicina en los materiales sigue el modelo

de Higuchi. Para todas las membranas, la viabilidad es superior al 75%. Se puede
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concluir que los extractos de las membranas no son citotdxicos para las células
SAOS-2, en la concentracion analizada. Para muestras de PU1-VA, PU1-nHA-VA 'y
PU2-VA de tamafio circular de 6 mm de diametro, se observaron halos de inhibicion
de 15.8 £ 0.27 mm. Para la membrana PU2-nHA-VA, el halo de inhibicion no es
observable. Las membranas electrohiladas presentaron propiedades mecanicas y
biologicas deseadas para su uso en la aplicacion de implantes 6seos. La liberacion
cinética de VA cargada en las membranas compuestas y la prueba de actividad
microbiologica mostraron potencial para inhibir infecciones bacterianas en implantes

médicos.

La potencial aplicacion propuesta es utilizar un material bicapa, formado por
las membranas PUl y PU2, complementando asi las propiedades de cada

membrana.
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8. ANEXOS
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en salud y ambiente. Universidad de Sonora. Del 3 al 5 de abril de 2019.

XXIII' Reunién Universitaria de Investigacion en Materiales. Cartel: “Sintesis de
poliuretano, electrohilado y caracterizacion para aplicacion potencial en liberacion
de farmacos”. UNISON. Del 28 al 30 de noviembre del 2018.

5°. Congreso Internacional de la Red Biot. Cartel: “Sintesis de poliuretano,
electrohilado y caracterizacion para aplicacion potencial en liberacion de farmacos”.
Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan. Mérida, Yucatan. Del 24 al 26 de
octubre del 2018.

XXX Congreso Nacional de la Sociedad Polimérica de México. A.C. Cartel:
Synthesis and electrospun fibers of biodegradable polyurethane, characterization for
potential application in drugs release. Los Cabos, B.C.S. México. Del 3 al 7 de
diciembre de 2017.

XXIlI Reunién universitaria de Investigacidon en materiales. Cartel “Sintesis de
poliuretano degradable, elaboracién de fibras electrohiladas y caracterizacion para
una aplicacion potencial en liberacién de farmacos”. Universidad de Sonora. 24 de
noviembre del 2017.

XlI Coloquio Bienal en Ciencia de materiales: “Sintesis de poliuretano biodegradable
y preparacién de membranas mediante la técnica de electrohilado, caracterizacion
para aplicacion potencial en liberacién de farmacos”. Universidad de Sonora. Del 8
al 10 de marzo del 2017.

XXI Reunién universitaria de investigacion en materiales. Cartel “Membranas
electrohiladas de poliuretano, caracterizacion y aplicacion potencial en protesis de

hueso”. Universidad de Sonora. Del 30 de noviembre al 2 de diciembre de 2016.
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