UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SUBDIRECCION DE POSGRADO

ONO
el
ol TR N

)
Q ‘? Y 4
o QLK )
7 SAN S
@ S
4 S/
J

“EFECTO ANTIMICROBIANO EN STAPHYLOCOCCUS AUREUS DE MEMBRANAS
A BASE DE POLIVINILPIRROLIDONA Y ACETATO DE CELULOSA
ELABORADAS POR ELECTROSPINNING Y ACTIVADAS CON NISINA”

PRESENTA:

LBG HECTOR DANIEL LOPEZ CALDERON.

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN
CIENCIAS CON ORIENTACION EN MICROBIOLOGIA

San Nicolas de los Garza, N.L. Julio 2016



Nombres y Firmas del Comité de Tesis

Dra. Katiushka Arévalo Nifo
Director de Tesis (Presidente)

Dra. Elva Teresa Aréchiga Carvajal
Secretario

Dra. Lila H. Morales Ramos
Vocal

Dra. Maria del Socorro Flores Gonzalez
Vocal

Dr. Luis J. Galan Wong
Vocal

Dra. Liliana Licea Jiménez
Asesor Externo

LBG Héctor Daniel Lopez Calderon



“EFECTO ANTIMICROBIANO EN STAPHYLOCOCCUS AUREUS DE MEMBRANAS
A BASE DE POLIVINILPIRROLIDONA Y ACETATO DE CELULOSA
ELABORADAS POR ELECTROSPINNING Y ACTIVADAS CON NISINA”

El presente trabajo se realizo en el laboratorio L1 del Instituto de Biotecnologia, de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn en conjunto
con el Centro de Investigacion en Materiales Avanzados. El proyecto fue dirigido por la
Dra. Katiushka Arévalo Nifio y se contd con el apoyo de los doctores que conforman el

comité de tesis.



Lo que sabemos es una gota de agua;
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1 RESUMEN

Aungque la técnica de electrospinning fue descrita hace varios afios, ha sido en las tltimas
décadas que la atencion por ésta se ha incrementado considerablemente, principalmente
por el creciente interés en las propiedades de los materiales a escala nanométrica. Una de
las areas donde se han implementado con gran interés las técnicas del electrospinning es
el area biomédica, teniendo como principales aplicaciones la ingenieria de tejidos y la
medicina regenerativa. El uso de membranas elaboradas por electrospinning, como
sistemas de liberacion de principios activos, ha resultado un sistema eficiente debido a las
caracteristicas estructurales de estas que permite una liberacion adecuada del compuesto
de interés generando un alto potencial de aplicacion en diferentes tratamientos médicos.
Diversos polimeros adicionados con una amplia gama de moléculas han sido estudiados
con este fin. El control de patégenos oportunistas en procesos de infeccion mediante
sistemas de liberacion de agentes antimicrobianos es un campo de aplicacion para
membranas elaboradas mediante esta técnica. El objetivo del presente trabajo es la
elaboraciéon de membranas a base de poli-vinilpirrolidona (PVP) y acetato de celulosa
(AC) activadas con nisina, por la técnica de electrospinning, y la evaluacion de la
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, patdgeno oportunista en diversas
infecciones principalmente de lesiones por quemaduras. Este trabajo forma parte de una
linea de investigacion enfocada a la obtencion de biomateriales dentro de los cuales se
encuentran membranas que funcionen como sistemas de liberacion asi como barreras

protectoras contra la colonizacidon microbiana.

ABSTRACT

Although the electrospinning technique was described several years ago, it has been
trough the last decades when the use of this technique had a considerable growth, mainly
because interest in the properties of the materials that can be obtained by working at
nanometric scale. An area where the electrospinning has been used is the in biomedic
applications such as tissue engineering and regenerative medicine. The generation to
membranes obtaining trough electrospinning as liberation systems for active

pharmaceutical ingredients has been proven to be efficient due to the structural
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characteristics that allow an adequate release of the components of interest generating a
high potential of applications for many health treatments. A wide range of polymers
added with a vast number of molecules has been studied with this purpose. The
pathogens control in numerous infections process trough the release of antimicrobial
components is a field in which the matrix obtained by electrospinning is becoming
relevant. The main objective of the present work is the elaboration of membranes based
on polyvinylpirrolidone (PVP) and AC activated with nisin using the electrospinning
process and the antimicrobial evaluation against Staphylococcus aureus, one of the most
common opportunistic pathogens that infect skin burned wounds. This work is part of an
investigation line focus in the elaboration of biomaterials that works as releasing systems

of different kinds of actives and as physical barriers against the microbial colonization.
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2 INTRODUCCION

El proceso de electrospinning funciona por el principio electroestatico. Aunque aparenta
ser simple, una gran cantidad de pardmetros de diferente naturaleza tienen influencia en
el resultado del proceso de electrospinning (Wendorff et al. 2012). Entre las
caracteristicas importantes de la técnica de electrospinning est4 la produccion de fibras de
solo algunos nanémetros y micrémetros de diametro lo que brinda propiedades como una
amplia superficie por unidad de &rea, areas de gran porosidad que pueden imitar la
estructura de la matriz extracelular en términos de dimensiones y propiedades quimicas

(Agarwal et al. 2009).

La técnica ha permitido procesar una gran variedad de polimeros, integrando en los
ultimos afios otras clases de materiales, sin embargo durante el desarrollo del proceso
existen una serie de variables que influyen en las caracteristicas de los elementos
obtenidos, ya sea porque estan ligadas a las caracteristicas del material base o porque su

desempefio estd relacionado con otros pardmetros dentro del proceso (Duque-Sanchez et

al. 2014).

Las caracteristicas estructurales asi como fisicoquimicas de las membranas obtenidas por
electrospinning permiten obtener propiedades como son una excelente permeabilidad al
oxigeno, mantenimiento de un ambiente humedo, tamafio de poro que impide la
penetracion bacteriana generando una proteccion ante microorganismos, entre otras. Una
ventaja particular de estos sistemas puede ser la posibilidad de liberacion uniforme de

agentes bioactivos en los sitios de las heridas (Liu et al. 2010).

Una de las consideraciones clave del proceso es la eleccion del material, lo cual depende
de la aplicacion que se esté buscando. Para propositos relacionados con la biotecnologia
médica, son preferidos los polimeros biocompatibles y biodegradables. La eleccion estd
comunmente basada en las propiedades del tejido cercano al cual se expondrd el
polimero. Entre los materiales mas utilizados se encuentran el acido polilactico (PLA),
acido poliglicolico (PGA) y la policaprolactona (PCL) por sus siglas en ingles. En
algunas ocasiones se busca obtener materiales con propiedades de dos o mas polimeros,

casos en los que mezclas de polimeros son usadas para el electrospinning.

15



La polyvinylpirrolidona (PVP) también llamado cominmente polividona o povidona, es
un polimero soluble en agua que se obtiene a partir del monémero N-vinilpirrolidona. Es
soluble en agua y en solventes polares y ha sido utilizado en aplicaciones médicas y
técnicas (Knappe et al. 2010). Estudios previos han demostrado que la PVP es un
polimero importante al incrementar la solubilidad de los farmacos y como un inhibidor de

la recristalizacion (Dai et al. 2012).

Los antibidticos mas comunmente utilizados para combatir agentes infecciosos
oportunistas (S. aureus, P. aeruginosa, Estreptococcus spp, entre otros), pertenecen
principalmente a los grupos de los P-lactamicos y las cefalosporinas. Debido a la
generacion de cepas altamente resistente a estos productos, se ha incrementado la
busqueda de alternativas a los mismos. La nisina es producida por Lactococcus lactis, es
la bacteriocina mejor estudiada y ha demostrado tener propiedades particulares: exhibe
una fuerte actividad antimicrobiana contra estafilococos y estreptococos; y se encuentra
en la lista de compuestos Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS por sus
siglas en inglés) para su uso como un agente antimicrobiano en diferentes aplicaciones
alimentarias. Estudios realizados hasta la fecha han establecido una ingesta diaria
aceptable (ADI por sus siglas en inglés) entre 0.13mg/kg y 0.049mg/kg de peso corporal
segun la FDA y la EFSA, y la exposicion a ésta no genera resistencia en los

microorganismos (Fernandez et al. 2008).

Entre las infecciones fortuitas mds comunes en nuestro pais se encuentran aquellas en las
heridas generadas por diversos tipos de quemaduras, cuyas estadisticas arrojan mas de
100,000 casos por afio en nuestro pais siendo una de las causas mas frecuentes de
atencion médica en las salas de urgencias (Orozco-Valerio et al. 2012) ), por lo cual se
requieren de terapias que puedan reducir las probabilidades de infeccion por la entrada de
microorganismos mediante las heridas. En la busqueda de nuevas formas para la
prevencion y tratamiento de infecciones, las membranas poliméricas construidas

mediante electrospinning han surgido como una propuesta atractiva (Liu et al. 2010).
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3 ANTECEDENTES

3.1 Historia Del Electrospinning

La primera cita detallada de la aplicacion de altos potenciales eléctricos para generar
aerosoles a partir de gotas de fluidos data de 1745, pero no fue hasta 1929 que la
aplicacion de campos eléctricos para producir seda artificial fue descrita (Braghirolli et
al. 2014). De 1934 a 1944, Formhals publicé una serie de patentes, que describen un
montaje experimental para la produccion de filamentos de polimero utilizando una fuerza
electrostatica (Huang et al. 2003). El proceso de Formhals consta de un dispositivo mévil
para recoger las fibras estirdndolas, como en un tambor de hilatura en el hilado
convencional (Subbiah et al. 2005). En 1952 Vonnegut y Newbauer inventaron un
aparato simple para la atomizacion eléctrica y produjeron corrientes de gotas uniformes
altamente electrificadas de alrededor de 0.1 mm de didmetro. Después en 1955 Drozin
investigo la dispersion de una serie de liquidos en aerosoles bajo potenciales eléctricos
altos y Simons en 1966 patent6 un aparato para la produccion de telas no tejidas que eran
ultra finas y muy ligeras de peso con diferentes patrones usando hilatura eléctrica

(Bhardwaj & Kundu 2010).

) . Tabla 1. Numero de publicaciones concernientes a
Desde la década de 1980 y especialmente  electrospinning reportadas en journals en la tltima

i ~ década. Busqueda realizada en las bases de datos
en los wltimos afios, como muestra la tabla 4. . yANL

1, el proceso de electrospinning ha Afio de Publicacién Articulos
recuperado mas  atencion  debido 1996/1997 2
probablemente a un creciente interés en la 1998/1999 7
, 2000/2001 24
nanotecnologia, como fibras ultrafinas o
) 2002/2003 101
estructuras fibrosas de diversos polimeros
2004/2005 387
con diametros desde unas pocas micras 5006/2007 814
hasta unos cientos de nanémetros pueden 2008/2009 1566
ser facilmente fabricados con este proceso 2010/2011 417
(Huang et al. 2003). La popularidad del 2012/2013 6176
proceso de electrospinning se puede 2014/2015 8372

observar en el hecho que mas de 200

universidades e institutos de investigacion
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de todo el mundo estan estudiando diversos aspectos del proceso de electrospinning y la
fibra que produce y también el niumero de patentes para aplicaciones basadas en
electrospinning ha crecido en los ultimos afos. Algunas empresas como eSpin
Technologies, NanoTechnics y KATO Tech participan activamente en cosechar los
beneficios de las ventajas tnicas que ofrece electrospinning, mientras que empresas como
Donaldson Company y Freudenberg han estado utilizando este proceso para las dos

ultimas décadas en sus productos de filtracion de aire (Ramakrishna et al. 2006).

3.2 Principio Del Electrospinning

En la actualidad el equipo que se utiliza para el proceso de electrospinning (Figura 1)
consta de jeringas con agujas acopladas a una bomba que genera un flujo de la solucién
formando asi una gota colgante en la punta de la aguja. La aguja es conectada a un
electrodo proveniente de una fuente de poder, lo que genera una diferencia de potencial
entre el electrodo conectado a la aguja y el colector, que se conecta a tierra. Mediante este
proceso, el fluido polimérico es electrificado, generando asi un campo de alto voltaje el
que resulta en el estiramiento de las gotas del fluido, induciendo la formacion del
menisco conico, comunmente conocido como el “cono de Taylor”, sin embargo esta
region no siempre presenta una aproximacion de 49.3° al medio angulo, lo cual se puede
apreciar en la Figura 2. El estiramiento es resultado de la electrificacion, la acumulacién

de carga en la superficie del fluido ocasiona una repulsion entre las cargas, lo que

N

Figura 1. Esquema basico de un equipo de electrospinning genérico utilizado en la
actualidad (Duque-Sanchez et al. 2014).
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(a)

(b)

(c)

Figura 2. Algunas de las diferentes formas de meniscos que se pueden apreciar en
diferentes soluciones poliméricas. En la imagen se muestran meniscos formados en
soluciones de polimetilmetacrilato con concentraciones de 10, 12 y 15% (p/v) sometidas a
las mismas condiciones de flujo y voltaje. Fotografia tomada de Bhattacharjee y Rutledge,

2011.

Fin del
trayecto lineal

Medio dngulo del
cono de
dispersion

Punto de quiebre
de inestabilidad

-

Eje extendido del
trayecto lineal

Figura 3. Trayectoria

-

del

Punto de quiebre
de inestabilidad

Trayectoria del cono
de dispersion

Punto de quiebre
de inestabilidad

chorro de un fluido

polimérico electrificado en el recorrido de la aguja
hacia el colector. Modificada de Cui et al. 2011.

conduce a una
desestabilizacion del menisco
y la formacion del chorro. El
chorro debido a la
electrificacion acelera
normalmente de forma casi
lineal en direccion al colector,
pero eventualmente comienza
a desestabilizarse mostrando
un comportamiento similar a
un latigo, razon por la que esto
se conoce como la
“inestabilidad de latigo”. Tal
inestabilidad continua a lo
largo del trayecto que el chorro
recorre, durante lo cual se
producen varios puntos de
quiebre (Figura 3).
Actualmente se considera a

este comportamiento como el

responsable de la formacion de las fibras en el electrospinning (Bhattacharjee & Rutledge
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2011). Para el desarrollo del electrospinning normalmente se utilizan fluidos cuyos
solventes son volatiles, esto con la finalidad de que el solvente se evapore durante el
trayecto del chorro mientras éste recorre el camino entre la punta de la aguja hacia el
colector, permitiendo asi que cuando las fibras alcanzan finalmente el colector

solidificadas formando asi el entramado.

3.3 Parametros

Una gran cantidad de pardmetros de diferente naturaleza tienen influencia en el resultado
del proceso de electrospinning. Entre estos pardmetros se pueden considerar A)
condiciones ambientales: temperatura, humedad, velocidad del aire; B) propiedades de la
solucion: elasticidad, viscosidad, conductividad, tension superficial; C) condiciones
fisicas: distancia entre la boquilla y el colector, potencial eléctrico, flujo, peso molecular
del polimero, geometria del colector, etc. A continuacion se mencionan brevemente
algunos de los pardmetros que se han reportado como mayormente influyentes en la

morfologia de las fibras durante el proceso (Wendorff et al. 2012).
3.3.1 Parametros de la solucion

3.3.1.1 Peso Molecular del Polimero

El peso molecular del polimero tiene un efecto significativo sobre las propiedades
reologicas y eléctricas tales como: viscosidad, tension superficial, conductividad y
resistencia dieléctrica (Haghi & Akbari 2007). Este es un pardmetro importante de la
solucion que afecta la morfologia de la fibra por lo que generalmente se usan soluciones
con polimeros de alto peso molecular, ya que proporcionan la viscosidad deseada para la
generacion de la fibra. Por otro lado, se ha observado que una solucion de bajo peso
molecular tiende a formar cuentas en lugar de fibras y una solucion de alto peso
molecular tiende a formar fibras con diametros grandes. (Bhardwaj & Kundu 2010). El
peso molecular del polimero refleja el nuimero de enredos de cadenas de polimero en una
solucidn, por lo tanto la viscosidad de la solucion y el enmarafiamiento de la cadena juega

un papel importante en el proceso de electrospinning (McKee et al. 2004).
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3.3.1.2 Concentracion

Para la formacion de fibras, es necesario contar con una concentracion minima de la
solucion del polimero. Se ha observado que al emplear fluidos con bajas concentraciones
se obtiene fibras con presencia de cuentas, y conforme la concentracion de polimero en la
solucion incrementa, la forma de las cuentas va cambiando de redonda a ovalada hasta el
punto en que desaparecen dejando fibras uniformes (Haghi & Akbari 2007). Los
investigadores han intentado encontrar una relacion entre la concentracion de la solucion
y el diametro de la fibra, obteniendo una relacion de ley de potencia, en la cual al

aumentar la concentracion de la solucion, aumenta el diametro de la fibra (Ki et al. 2005).

3.3.1.3 Viscosidad

Este parametro juega un papel importante en la determinacion del tamafio y la morfologia
de la fibra. Ha sido encontrado que con muy baja viscosidad no hay una formacién
continua de la fibra, y que con una viscosidad muy alta hay dificultad en la eyeccion del
jet de la solucion del polimero, por lo tanto una viscosidad Optima es un principal
requisito para el procesos de electrospinning (Kim et al. 2005). El rango de viscosidad en
el cual una solucion forma fibras mediante el electrospinning es diferente dependiendo de
cada polimero. A lo largo del tiempo se ha observado la importancia que juega la
viscosidad de la solucidn para determinar el rango de concentracion en la que se podran

obtener fibras continuas (Son et al. 2004).

3.3.1.4 Tension Superficial

La tension superficial juega un papel critico en el proceso de electrospinning ya que
reduciendo la misma de una solucion pueden obtenerse fibras sin cuentas (Pham et al.
2006). Diferentes disolventes pueden contribuir diferentes tensiones superficiales.
Generalmente, la alta tension superficial de una solucion inhibe el proceso de
electrospinning debido a la inestabilidad del jet y la generacion de gotas pulverizadas
(Haghi & Akbari 2007). Sin embargo, no necesariamente una baja tension superficial
puede ser benéfica para el proceso. Basicamente la tension superficial determina los
limites superior e inferior entre los que el electrospinning puede realizarse, si las otras

variables se mantienen constantes (Pham et al. 2006).
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3.3.1.5 Conductividad

Para el proceso de electrospinning los polimeros de alta densidad de carga en su mayoria
son conductores, con algunas excepciones en materiales dieléctricos; a su vez los iones
cargados en la solucion del polimero son muy influyentes en la formacion del chorro
(Haghi & Akbari 2007). La conductividad de la solucion esta determinada principalmente
por el tipo de polimero, el disolvente utilizado y la disponibilidad de sales ionizables. Se
ha encontrado que con el aumento de la conductividad eléctrica de la solucion, hay una
disminucién significativa en el didmetro de las fibras, mientras que con una baja

conductividad de la solucion resulta en una mayor fuerza eléctrica necesaria para

producir fibras uniformes (Bhardwaj & Kundu 2010).

En ocasiones para incrementar las propiedades dieléctricas de la solucion, algunos
solventes con altas constantes dieléctricas son adicionados (Lee et al. 2003) favoreciendo
la formacion de fibras con menos estructuras defectuosas (las estructuras defectuosas
conocidas como cuentas, decrecen la superficie por unidad de area del proceso) y con

didmetros reducidos (Son et al. 2004a,b).

3.3.2 Pardametros del proceso

3.3.2.1 Voltaje Aplicado

En el proceso de electrospinning un elemento fundamental es el voltaje eléctrico aplicado
a la solucidn; pues s6lo después de alcanzar la tension umbral ocurre la formacion del
chorro, esto es debido a la afinidad de la solucion con el campo eléctrico e inicia el
proceso de electrospinning. Este parametro se ve fuertemente afectado por los
anteriormente mencionados (Bhardwaj & Kundu 2010). Algunos trabajos sugieren que
hay una relacion entre el voltaje aplicado y el diametro de las fibras, alegando que a
mayores voltajes, hay mas eyeccion del fluido facilitando asi la formacion de fibras mas
gruesas (Zhang et al. 2002) mientras que otros han reportado lo contrario (Haghi &
Akbari 2007), quienes también han reportado que con voltajes mayores aumenta la
probabilidad de formacion de cuentas en las fibras. Lo que si se puede establecer es que
el voltaje influye el didmetro de las fibras obtenidas, pero el nivel de significancia en que
influye varia seglin el polimero, la concentracion de la solucion y la distancia entre la

aguja y el colector (Yordem et al. 2008).
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3.3.2.2 Flujo

La velocidad de flujo de alimentacién en la jeringa es importante pues influye en la
velocidad de salida del chorro. Una menor velocidad de flujo es mas deseable ya que el
disolvente tendra un tiempo suficiente para la evaporacion. Siempre debe haber un flujo
minimo de salida para el fluido, ya que una alta velocidad da como resultado que las
fibras no cuenten con el tiempo necesario para su secado o evaporacion del disolvente
antes de llegar al colector. Pocos estudios han investigado sistematicamente la relacién

entre la solucion de alimentacion o en la velocidad de flujo en la morfologia de la fibra y

su tamano (Bhardwaj & Kundu 2010).

3.3.2.3 Distancia al colector

La distancia entre la punta y el colector ha sido examinada como otro pardmetro para
controlar los diametros de las fibras y su morfologia. Se requiere una distancia maxima
para dar a las fibras el tiempo suficiente para secarse antes de llegar al colector, sin
embargo, si las distancias que son muy cercanas o demasiado lejanas, se ha observado la
presencia de cuentas (Pham et al. 2006). El efecto de la distancia entre la punta y el
colector en la morfologia de fibra no es tan significativa como en otros parametros; se ha
informado que las fibras mas planas pueden ser producidas a distancias més cercanas,
pero con aumento de la distancia, fibras més redondas han sido observadas (Ki et al.

2005).

3.3.3 Parametros Ambientales

Ademas de los parametros de la solucidon y procesamiento, también hay pardmetros
ambientales que incluyen humedad y temperatura, se han realizado estudios para
examinar los efectos de los parametros ambientales en el proceso de electrospinning. Se
han hecho investigaciones las cuales muestran el efecto de la temperatura sobre el
electrospinning; determinando que con el aumento de temperatura, hay un rendimiento de
las fibras acorde con la disminucion del didmetro de las mismas; es decir la disminucidon
del didmetro de las fibras se ve asociada a la disminucion de la viscosidad de las
soluciones del polimero al aumento de la temperatura (Zhang et al. 2002). Asi como
existe una relacion inversa entre la viscosidad y la temperatura, se ha encontrado que a

muy baja humedad, una solucién volatil se puede secar rapidamente por la evaporacion
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del solvente. A veces la tasa de evaporacion es tan rdpida que en comparacion con la
eliminacion del disolvente desde la punta de la aguja da como resultado, que el proceso
de electrospinning sélo puede llevarse a cabo por unos pocos minutos antes de la punta

de la aguja sea obstruida (Li et al. 2005).

Tabla 2. Resumen general de los parametros y sus aportaciones en las caracteristicas de las fibras obtenidas
mediante el proceso de electrospinning.

Parametro Caracteristica que aporta

Concentraciéon de la A Dificulta el paso de la solucion por el capilar.

solucion v Las fibras se rompen en gotas antes de llegar al colector.

Presencia de cuentas en las fibras.

Tension superficial Se obtienen fibras lisas. Se pueden adicionar solventes con
menor tension como el etanol.

Mayor transporte de cargas, mayor estiramiento de la

.. A .,
Conductividad de la solucion, fibras mas delgadas.
solucion v Menor transporte de cargas, menor estiramiento de la
solucidn, fibras mas gruesas.
) A Fibras gruesas, aparicion de cuentas.
Voltaje ) -
v Poco impulso para que la solucion llegue al colector.
) ) A Fibras mas gruesas, cuentas de mayor didmetro.
Flujo de salida ] L )
vV Mayor tiempo para evaporacion del solvente. Sin Cuentas.
A Las fibras pueden romperse por su propio peso. Mayor
) ) estiramiento de la solucion, generando fibras delgadas.
Distancia del colector - —
v Poco tiempo de evaporacion del solvente, por lo que las fibras

llegan humedas.

Humedad relativa A Aparicion de poros en las nanofibras.

Temperatura A Reduccion del didmetro de las fibras.

3.4 Polimeros Empleados en Electrospinning
Los polimeros, palabra que proveniente del griego “poli” que significa “muchos” y

G

“mero” “partes”, literalmente es la unién de estructuras repetitivas en cadena, cada

estructura repetitiva se llama “monémero”, por lo que se puede considerar que un
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material polimérico estd formado por muchas partes quimicamente enlazadas como
unidades enlazadas entre si para formar un s6lido de cadena mas larga (Smith & Hashemi
2006). Son compuestos dieléctricos, asi que en presencia de un campo eléctrico pueden
considerarse como un arreglo de dipolos eléctricos microscopicos compuestos por cargas
positivas y negativas cuyos centros no coinciden perfectamente (Duque-Sanchez et al.
2014), se mantienen en su lugar por accion de las fuerzas atdmicas y moleculares, y solo

cambian su posicion ligeramente como respuesta a fuertes campos eléctricos externos.

Existe una enorme gama de polimeros que se utilizan en electrospinning y son capaces de
formar nanofibras finas dentro de la gama submicrénica y se utiliza para aplicaciones
variadas. Se han reportado diferentes polimeros sintéticos, polimeros naturales o mezclas
de ambos, incluyendo proteinas, 4cidos nucleicos e incluso polisacaridos (Son et al.
2004). En los tltimos afios se ha logrado procesar mediante electrospinning mas de 200
polimeros a partir de polimeros naturales, e incluso se han caracterizado con respecto a su
aplicacion (Bhardwaj & Kundu 2010). Las nanofibras de estas soluciones de polimero se
han utilizado en diversas aplicaciones tales como, andamios de ingenieria de tejidos,
membranas de filtracion y en diversas aplicaciones biomédicas. Los polimeros naturales
normalmente presentan una mejor biocompatibilidad y baja inmunogenicidad, en
comparacion con polimeros sintéticos, cuando se usan en aplicaciones biomédicas. Una
razén de peso para el uso de polimeros naturales para electrospinning es su capacidad

inherente para la union de células (Huang et al. 2003).

3.4.1 Polivinilpirrolidona (PVP)

La PVP es un importante polimero sintético cuyo monodémero consta de carbono,
hidrogeno, oxigeno y nitrégeno. Reportado por primera vez en una patente hace 60 afios
mencionando un conjunto de propiedades como buena adhesion, baja toxicidad, alta
higroscopicidad, excelente compatibilidad fisiologica, alta solubilidad en agua y
solventes organicos, etc. Debido al rango tan amplio de caracteristicas que presenta este
polimero, actualmente se utiliza en una gran cantidad de aplicaciones como adhesivos,
pinturas, detergentes, electronicos, bebidas, cosméticos, farmacos, materiales para

ingenieria biologica, entre otras (Chuangchote et al. 2009).
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Las caracteristicas moleculares de PVP le
valieron su uso temprano como extensor de
plasma de la sangre. Actualmente el uso del O
complejo PVP-Yodo se ha convertido en
universal para la desinfeccion de heridas ya

que se ha encontrado que es menos toxico que
n

Fig. 4. Unidad monomérica de la
PVP

las tinturas de yodo. El PVP tiene un largo
historial en las aplicaciones biomédicas y
farmacéuticas y en la actualidad los sistemas de administracion de farmacos basados en

PVP estan bajo intensa investigacion (Knappe et al. 2010).

Desde el primer reporte de fibras de PVP obtenidas mediante electrospinning, por
Bognitzki et al. (2001), se ha usado ampliamente en la obtencion de fibras junto con otros
materiales como biopolimeros y otros compuestos mediante diversas mezclas con la

finalidad de emplear las fibras en medicina y aplicaciones bioldgicas (Chuangchote et al.

2009).

3.4.2 Acetato De Celulosa (AC)

Es un éster de celulosa importante que se obtienen por reacciéon de la celulosa con
anhidrido acético y acido acético en presencia de acido sulfurico. La forma mas comun
de fibra de acetato de celulosa tiene un grupo acetato en aproximadamente 2-2.5 de cada
tres hidroxilos. Este diacetato de celulosa se conoce como acetato secundario o

simplemente como “acetato” (Fischer et al. 2008).

El AC fue la primera membrana asimétrica de alto rendimiento, y tanto este polimero
como sus derivados son adecuados como materiales de membrana, debido a las ventajas
tales como flujo moderado, propiedades de rechazo de sal alta, la rentabilidad, la
fabricacion relativamente facil, es un recurso de materias primas renovables, y presenta
una muy baja toxicidad. Ha sido ampliamente utilizado para osmosis inversa,

microfiltracion y separacion de gases (Kamal et al. 2014).
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En afios recientes el interés en la celulosa, polisacaridos relacionados y los derivados de
¢éstos ha crecido considerablemente como materiales amigables con el medio ambiente. El
AC es el derivado mas importante, usado para diversas aplicaciones industriales en forma
de membranas y fibras debido a sus propiedades fisicas, ademéas de esto ha sido reportado

como potencialmente biodegradable

)OJ\ CH, (Miyashita et al. 2002). El acetato de
O~ “CH; & :<CH3 o:< celulosa exhibe un amplio rango de
| /ﬁ/ 0 o 5 _t propiedades entre los que estd Ila
o o Ow biocompatibilidad de los materiales
O:< O:< H,C O basados en éste polimero en términos de
S iikig \([)( " biodegradabilidad (Konwarh et al.

- O 2013).

Fig. 5. Unidad monomérica del AC

3.4.3 Mezcla De Polivinilpirrolidona y Acetato De Celulosa (PVP/AC)

Preparaciones de PVP/AC y sus compuestos en membranas mediante electrospinning se
han reportado. La forma en que se han realizado es mediante la variacion de coaxial en
ambas configuraciones AC/PVP/AC y PVP/AC/PVP. Otra manera en que se han
realizado membranas con ambos polimeros ha sido mediante el uso de sistemas de doble

aguja independientes (Konwarh et al. 2013).

Recientes trabajos se han enfocado en el uso de matrices de AC elaboradas mediante
electrospinning para la liberacion de drogas de forma transdermal (TDD por sus siglas en
inglés). TDD hace referencia a la administracion de medicamentos en forma de parches
que liberan las drogas con un efecto sintético a un ritmo determinado, mejora el
cumplimiento del paciente y reduce la variabilidad en los pacientes. Entre los trabajos
que se han realizado hasta ahora se encuentra el de Catillo-Ortega y colaboradores
(Castillo-Ortega et al. 2011) en donde obtuvieron membranas mediante la variante
coaxial en configuracion AC/PVP/AC para la aplicacion controlada de amoxicilina

mediante aplicacion gastrointestinal y parches transdermales.
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3.5 Aplicaciones De Las Fibras Generadas Por Electrospinning

Las propiedades fisicas y quimicas de la materia a escala micro y nanométrica se
comportan de forma diferente con respecto a como lo hacen a escala macrométrica.
Debido a las propiedades tnicas que son conferidas a las fibras de polimeros elaboradas

mediante electrospinning, se han implementado en diversos campos cientificos.

Biomedicina

Ingeniria de

Tejidos

Liberacion
de Farmacos

Filtracion

Cuidado de
Heridas

Fibras de
Electrospinning

Membranas
de Afinidad

Cubiertas
Protectoras

Generacion
de energia

Figura 6. Ejemplos de aplicaciones en las que se han empleado
fibras elaboradas mediante el proceso de electrospinning.

3.5.1 Ingenieria de tejidos

Una de las areas con mayor interés que ha tenido importantes desarrollos, y para fines
practicos es mds importante para este trabajo, es la relacionada a la ingenieria de tejidos.
Es un 4rea multidisciplinaria que combina los principios de la ingenieria y de las ciencias
de la vida para el desarrollo de sustitutos bioldgicos y también para la restauracion,
mantenimiento o la mejora de las funciones de tejidos. La investigacion de biomateriales

es un campo que juega un rol primordial en la ingenieria de tejidos al proveer de matrices
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para el crecimiento celular, la proliferacion y la formacion tisular en tres dimensiones. Al
ser comparado con otras técnicas como el autoensamble y la separacion de fases, el
electrospinning provee formas mas simples y con mejor aprovechamiento de costos para
producir andamios moleculares que posean estructuras con poros interconectados y cuyas

fibras tengan diametros en rangos nanométricos (Bhardwaj & Kundu 2010).

Una de las consideraciones clave del proceso es la eleccion del material, lo cual depende
de la aplicacion que se esté buscando. Para propositos relacionados con la biotecnologia
médica, son preferidos los polimeros biocompatibles y biodegradables. La eleccion estd
comunmente basada en las propiedades del tejido cercano al cual se expondrd el
polimero. Algunas veces se busca obtener materiales con propiedades de dos o mas
polimeros, casos en los que mezclas de polimeros son usadas para el electrospinning

(Agarwal et al. 2008).

3.5.2 Tratamiento de infecciones epidérmicas

Distintos tratamientos han sido propuestos a la fecha. Sulfadiazina de plata, una
combinacion de nitrato de plata y sulfadiazina de sodio aunque se han aportado pruebas
sugiriendo que con un prolongado uso, los iones de plata pueden ser toxicos ya que se
unen al DNA interfiriendo con la replicacion, forman especies reactivas de Oxigeno,

reducen el ATP y dafian la mitocondria (Heunis & Dicks 2010).

Asi como se ha usado la plata, la mupirocina, el acetato de mafenida y el digluconato de
clorhexidina han sido empleados en forma de cremas para su aplicacién en infecciones
por quemaduras (Altoparlak et al. 2004). La desventaja de estas cremas tOpicas es que
deben aplicarse al menos dos veces al dia, y si se utilizan junto con vendajes, éstos deben
ser cambiados al menos una vez al dia, lo cual puede permitir la aparicion de infecciones

en las heridas (Heunis & Dicks 2010).

De las aplicaciones en las que el electrospinning ha demostrado resultados benéficos
desde varios puntos como es la relacion costo-beneficio y que, una vez estandarizados los
procesos, se convierte en una técnica muy sencilla mediante la cual producir grandes
volumenes de fibras. Mediante el uso del electrospinning se han obtenido fibras cuyos

diametros se encuentran en el rango de nanometros a micrometros. A la fecha, numerosos
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polimeros han logrado ser procesados mediante el electrospinning en nanofibras con
aplicaciones para a liberacion de diversos principios activos, y debido a que poseen
propiedades benéficas como una excelente permeabilidad a oxigeno, mantenimiento de
un ambiente humedo, proteccion ante microorganismos, entre otras, hacen que las
membranas generadas por éste proceso, tengan potencial como barreras para prevenir la
penetracion bacteriana en heridas (Agarwal et al. 2008). Una ventaja particular de este
sistema es la liberacion uniforme de estos agentes bioactivos en los sitios de las heridas,
lo cual se basa en las propiedades fisicas y estructurales tinicas: A) la extraordinariamente
alta superficie por unidad de masa de las fibras facilita la liberacion rapida de los activos,
B) las membranas tienen una alta porosidad y el activo puede mantenerse en las fibras en
un estado amorfo o como nanocristales, que pueden ser muy utiles para aumentar tanto la
solubilidad y la velocidad de disolucioén de agentes bioactivos poco solubles en agua (Liu
et al. 2010). Los materiales mas empleados en la liberacion de compuestos activos se
encuentran los mencionados en la Tabla 3, asi como ejemplos de los principios que han

sido adicionados a cada uno.

Tomando en cuenta los pardmetros mencionados y algunas caracteristicas del ambiente,
se ha observado que la morfologia de las fibras obtenidas mediante electrospinning puede
variar (Duque-Sanchez et al. 2014), asi como las posibles aplicaciones en las cuales se

han utilizado.
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Tabla 3. Ejemplos de los parametros involucrados en la obtencion de diferentes morfologias en las fibras
de electrospinning y aplicaciones en que se han implementado.

Tipo de fibra Parametros Involucrados Aplicaciones
Se atribuyen a la formacion de una capa )
) Sistemas de biosensores, por
Aplanadas  de polimero en la superficie de la fibra . ]
. ) la capacidad de transferir
0 por la evaporacion desigual del solvente. o
. o i electrones y una actividad
Cintas Puede influir mucho el tipo de solvente y ]
o . electroquimica.
la adicion de sales a la solucion.
Se presentan por la deformacion del jet Nano y microsistemas
debido al impacto con el plato colector. electromecanicos y
o La concentracion de la solucion electromagnéticos,
Helicoidales )
promueve esta morfologia. El angulo de componentes opticos
incidencia del jet influye en la obtencién avanzados, sistemas  de
de esta morfologia. liberacion de farmacos.
Relacionadas con la aparicion de jets En el caso de liberacion de
secundarios en la superficie del primer farmacos, puede promover la
Ramificadas jet. La inestabilidad entre las fuerzas acumulacién de medicamento
eléctricas y la tension superficial generan en algunas regiones de la
inestabilidad del jet. muestra.
Nanodispositivos
electronicos y
Obtenidas  mediante  electrospinning optoelectronicos, conversion
Huecas ) ) )
coaxial. de energia, liberacion de
farmacos, proteccion
ambiental, sensores, etc.
Fibras con = Aparecen por una humedad relativa y Ingenieria de tejidos,
poros presion de vapor del solvente. catalisis, sensores.
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Tabla 4. Materiales empleados para la liberacion de compuestos generados por electrospinning

Compuesto Material
Farmacos
PCL
Diclofenaco sodico
PGDLLA
PCL
PLA
Clorhidrato de tetraclina PVA
PLGA
PEVA
Resveratrol
PCL
Sulfato de gentamicina
Biteral
PLA
Mefoxina
Salicilato de sodio
Naproxeno PVA
Indometacina
Paclitaxel PLGA
Vitamina Ay E AC
Plasmidos de DNA
PLGA
pCMVb codificndo una -Galactosidasa
PLA/PEG
Factores de Crecimiento
Factor de crecimiento nervioso humano subunidad 3 (NGF)
Factor neurotréfico derivado de células gliales humanas PCLEEP
(GDNF)
Proteina 2 morfogenética de hueso (BMP-2) PLGA-Hap
Compuestos antimicrobianos
AC
Nanoparticulas de plata
PCL
PVP/PEO

Iodina
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Continuacion Tabla 4

Compuesto Material
Proteinas
BSA PEO
PCL/PEO
Lisozima
PCL/PEG
Citocromo C PLLA/PLL
Bacterias
Escherichia coli
Staphylococcus albus PVA
Micrococcus luteus
Lactobacillus plantarum PEO
Bacteriofagos
T7
T4 PVA
A
M13 PVP

AC: Acetato de celulosa; PCL. Policaprolactona; PGDLLA: Policaprolactona-p -lactida; PLA: Acido
Polilactico; PVA: Polivinilalcohol; PLGA: Polilactida-glicolida; PEVA: Polietilencovinilacetato;, PVP:
Polivinilpirrolidona; PEQ: Oxido de polietileno; PEG: polietilenglicol; PLLA: Acido polilactico L; Poli L-
Lisina (Modificado de Heunis y Dicks, 2010).

3.6 Bacteriocinas

Actualmente se buscan compuestos naturales alternativos a los antibidticos
farmacéuticos, y uno de los grupos en que se ha comenzado a despertar el interés para tal
aplicacion son las bacteriocinas. Estos compuestos son producidos por organismos
miembros del grupo de Bacterias Acido-Lacticas (LAB). Las bacteriocinas tienen una red
de carga positiva y son anfifilicas o con cardcter hidrofobico. Tienen actividades
bacteriostaticas o bactericidas contra otras especies. Su modo de accidon es por

intercalamiento en la membrana celular formando poros y eliminar la Fuerza Proton-

Motriz (PMF) (Heunis et al. 2011).
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Las bacteriocinas se clasifican en dos clases mayores. La Clase I contiene los
Lantibioticos, pequefios péptidos que sufren modificaciones postraduccionales y tienen
lantionina o residuos B-metillantonina, por ejemplo la nisina (Altena et al. 2000). La
Clase II esta formada por las bacteriocinas que no contienen lantionina, pesan menos de
10kDa y son péptidos que no sufren mayores modificaciones postraduccionales (Piper et

al. 2009). Las clases y subclases de las bacteriocinas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Sistema de Clasificacion de las bacteriocinas
Clase Caracteristicas

Clase I Lantiobidticos
Pequenas (19-38 aminodcidos), elongadas, péptidos con carga positiva
Clase Ia
que forman poros.

Calse Ib  Péptidos globulares que interfieren con enzimas esenciales.

Clase 11 No contienen lantionina

Péptidos tipo Pediocina que contienen la secuencia

Clase Ila

YGNGVXCXXXXVXYV en el extremo aminoterminal.

Bacteriocinas de dos péptidos, se requieren ambos péptidos para su
Clase IIb o

actividad.

Péptidos ciclicos, los extremos amino y carboxilo estdn unidos
Clase Ilc

covalentemente.

Clase IId Péptidos sencillos diferentes de la pediocina.

Un ntmero de lantibidticos se distinguen por tener un modo de accion dual, que
involucra la union al lipido II (intermediario esencial en la biosintesis del
peptidoglicano), seguido por la insercion a la membrana celular para formar poros (Piper
et al. 2009). Entre tales péptidos se encuentra la nisina , formada por una secuencia de 34
aminoacidos, es producida por Lactococcus lactis, es la bacteriocina mejor estudiada y ha
demostrado tener propiedades particulares: 1) exhibe una fuerte actividad antimicrobiana
contra estafilococos y estreptococos pero se inactiva por concentraciones bajas de tripsina
y pancreatina, por lo que no tiene efecto en el microbioma intestinal; 2) Los estudios

realizados hasta la fecha de la toxicidad de nisina sugieren que puede ser
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Figura 7. Estructura primaria de la nisina A. Ala-S-Ala representa al anillo de lantionina,
Abu-S-Ala representa al anillo de f-metil-lantionina y los aminoédcidos deshidratados: Dha
(dehidroalanina) y Dhb (dehidrobutirina) (Piper et al. 2009).

utilizada de forma segura, un estudio reciente de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) concluyé que ha habido una exposiciéon a la nisina por siglos y
establecié que la ingesta diaria acceptable (ADI) de ésta es de 0.13mg/kg de peso
corporal, mientras que por otro lada la FDA ha calculado la ADI en 0.049mg/kg de peso
corporal ademds de afiadir tal molécula a la lista de generalmente reconocidos como
seguros (GRAS) para el uso de la nisina como un 17 agente antimicrobiano en diferentes
aplicaciones alimentarias (Ferndndez et al. 2008). Ademas de ser una molécula
reconocida, por su actividad y por la seguridad que ha demostrado, se ha reportado que la
exposicion a la nisina no genera resistencia transferible entre los microorganismos, y que
en los esporadicos casos de resistencia, las mutantes no muestran resistencia a otros
antibioticos terapéuticos. Por el contrario, cuando han sido generados bacterias resistentes
a nisina en el laboratorio, se ha registrado un aumento en la sensibilidad a diferentes -
lactdmicos y cefalosporinas lo que se atribuye al incremento en la expresion de proteinas

de uniodn a antibiodticos (Martinez & Rodriguez 2009).

3.7 Quemaduras En Piel

Entre los casos de infecciones fortuitas mds comunes en nuestro pais se encuentran
aquellas en las heridas generadas por diversos tipos de quemaduras, cuyas estadisticas
arrojan mas de 100,000 casos por afio en nuestro pais siendo una de las causas mas

frecuentes de atencion médica en las salas de urgencias (Orozco-Valerio et al. 2012).

Los casos de infecciones, principalmente aquellas causadas por microorganismos

oportunistas en heridas como es el caso de las quemaduras, resultan en estadisticas que
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impactan en los indicadores de salud publica y econdmica. Las afecciones por
quemaduras presentan un 8.17% de mortalidad de la poblacion general (Fraga-Sastrias et
al. 2008) y es la segunda causa de muerte en nifios de 0 a 14 afios de edad en México,
representando el 12% de todas las muertes en nifios. Las lesiones por quemaduras, tan
solo en nifios, cuestan al afio 492 millones de pesos en nuestro pais, existiendo una
estrecha relacion entre la situacién socioecondmica desventajosa y el hecho de que los
nifios sufran lesiones mortales y no mortales: el nivel de ingreso familiar, nivel educativo

de la madre, madres solteras, hacinamiento y numero de nifios en el hogar (Forbes 2013).

En el comienzo, la herida es colonizada por bacterias grampositivas del tejido vecino,
pero el niimero de ellas se multiplica rapidamente por debajo de la escara y alcanza, en
promedio, 8.4~103 wunidades formadoras de colonias (UFC)/g al cuarto dia
posquemadura. La falta de riego de la escara, junto con la anulacion de las respuestas
inmunitarias locales, facilita la colonizacion y la proliferacion ulterior de bacterias. Para
el séptimo dia, la herida estd colonizada por otros microorganismos que incluyen
bacterias grampositivas y gramnegativas y levaduras provenientes de la flora de las vias
gastrointestinales y respiratorias en su porcion superior. Cuando las bacterias
mencionadas penetran en tejido viable se produce la infeccion masiva (localizada,
sistémica o de ambos tipos). Ademads, se ha identificado en modelos experimentales de
animales con infecciones de quemaduras la importancia de los biofilms (los biofiolms son
comunidades de bacterias propias de la superficie que a menudo estdn dentro de una
matriz que les permite persistir y resistir los efectos de los componentes inmunitarios del
hospedador y los agentes antimicrobianos). Antes de que se contara con antibioticos, los
estreptococos y los estafilococos eran los microorganismos que predominaban en la
infeccion de las quemaduras, aunque ain conservan su importancia (Guggenheim et al.
2009). Con el advenimiento de los antimicrobianos, entre los principales patdogenos en el
tratamiento de las quemaduras resultaron ser Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Estrepcoccus spp y Acetinobacter spp como principales exponentes de
bacterias; Candida albicans, Aspergillus niger y Fusarium spp como principales hongos
(Rangel-Gaspar 2005; Branski et al. 2009; Capoor et al. 2010; Madoff & Pereyra 2012;
Nagqvi et al. 2014).
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Seglin expertos, la cascada de hechos que surgen después de una quemadura grave y que
culminan en insuficiencia de multiples 6rganos y sistemas y la muerte, representa un
proceso bifasico; es decir, la propia quemadura, que se acompafia de hipovolemia o
hypoxia histica, seguida de la infeccion invasora que nace de la gran cantidad de tejido
desvitalizado. La frecuencia de la infeccion guarda correspondencia con la magnitud y la
gravedad de la quemadura. Las quemaduras graves inducen un estado de
inmunodepresion que afecta por igual a las respuestas inmunitarias innatas y de
adaptacion. La trascendencia enorme de la inmunodeficiencia en la infeccion proviene de

efectos en los componentes celular y humoral del sistema inmunitario (D’ Avignon et al.

2010).

Aunado a lo mencionado antes, y recordando lo importante de la correcta seleccion del
polimero a trabajar, por lo cual la PVP y el AC son polimeros atractivos ya que la
Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) de los Estados Unidos de América
(USA) ha aprobado tales compuestos para una amplia variedad de aplicaciones y son
generalmente considerados como seguros (GRAS) (Dai et al. 2012). Tomando en cuenta
las propiedades fisico-quimicas de los polimeros, se considera importante su aplicacion
para desarrollar un sistema para liberacion de compuestos activos, tratdndose en este caso
de nisina , y evaluar su efectividad contra un microorganismo considerado oportunista
recurrente en infecciones en heridas de distintas naturalezas, particularmente heridas por

quemaduras.
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4 DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION:

La forma de administrar medicamentes, particularmente agentes antimicrobianos es de
suma importancia para lograr su efectividad, ya sea local o sistémicamente. Los casos de
infecciones, principalmente aquellas causadas por microorganismos oportunistas en
heridas como es el caso de las quemaduras, resultan en estadisticas que impactan en los
indicadores de salud publica y economica. Este tipo de afecciones presentan un 8.17% de
mortalidad de la poblacion general y es la segunda causa de muerte en nifios de 0 a 14
afios de edad en México, representando el 12% de todas las muertes en nifios. Las
lesiones por quemaduras, tan solo en nifios, cuestan al afio 492 millones de pesos en
nuestro pais, existiendo una estrecha relacion entre la situacidn socioecondmica
desventajosa y el hecho de que los nifios sufran lesiones mortales y no mortales. El
tratamiento de infecciones en heridas de esta naturaleza involucra el uso de antibidticos,
dentro de los comunmente utilizados se encuentran sulfadiazina de plata, amikacina,
diclozacilina, gentamicina y ketoconazol, sin embargo la efectividad de estos se ha visto
disminuida por la aparicion de microorganismos resistentes a estos compuestos. La
elaboracion de membranas por electrospinning, con propiedades fisicoquimicas que sean
biocompatibles asi como la activacion de éstas mediante la adicidon bacteriocinas, como la
nisina , que permita su uso como alternativa a la forma de suministrar los antibidticos
tradicionales contra agentes patogenos oportunistas, resultaria en una alternativa
biotecnoldgica para disminuir las estadisticas relacionadas con morbilidad o mortalidad,

presentadas por este problema de salud.
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S HIPOTESIS:
Las membranas de PVP/AC obtenidas mediante la técnica de electrospinning y activadas

con nisina presentan actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus.
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6 OBJETIVO GENERAL:

Elaborar membranas a base de una mezcla de PVP y AC adicionadas con el péptido

antimicrobiano nisina, mediante el proceso de electrospinning y evaluar su actividad

antagonista contra el microorganismo Staphylococcus aureus, reportado como

oportunista frecuente en heridas por quemadura.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

Elaborar membranas de PVP/AC mediante el proceso de electrospinning.
Caracterizar las membranas obtenidas mediante el proceso de electrospining.
Activar las membranas mediante la adiciéon del péptido antimicrobiano nisina
durante el proceso de elaboracion éstas.

Evaluar in vitro la accion antimicrobiana de las membranas de PVP/AC activadas
con nisina contra el microorganismo oportunista Staphylococcus aureus.
Comparar los posibles cambios fisicos en las membranas posteriores a la

activacion con nisina.
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7 MATERIAL Y METODOS:

7.1 Fabricacion de las membranas.

7.1.1 Preparacion de las soluciones.

Los polimeros elegidos para la realizacion de este trabajo fueron adquiridos mediante la
compafiia Sigma-Aldrich. PVP (lote nimero WXBB5757V) con un peso molecular
promedio de 360,000, y AC (lote nimero MKBMS8033V) con peso molecular promedio
de 30,000.

Solventes Concentracion Preparacion
S0 1 * 8% * vol/vol
S -2 * 12% * peso/peso
e 14 * 16%

Caracterizacion
* Conductividad
» Viscosidad
. pH

Figura 8. Resumen de la preparacion de distintas soluciones
con la finalidad de encontrar aquella con las mejores
caracteristicas para ser sometida al electrospinning.

Los solventes elegidos para la preparacion de las soluciones fueron etanol (Jalmek,
M¢éxico) y acetona (Jalmek, México).

Inicialmente se prepararon soluciones con concentraciones de polimeros totales de 8, 12
y 16% (p/v) utilizando tres distintas proporciones de etanol (EtOH) y acetona (Ace), 1:1,
1:2 y 1:4. Hay que mencionar que en todas las formulaciones se utiliz6 una relacién de
polimeros 1:1. Para el pesado de los polimeros se utilizd una balanza semianalitica
(Mettler Toledo PG4002-S) y para las mediciones de volumen se utilizaron pipetas

KIMAX (No. 37035-K).
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Se llevaron a cabo dos rutas para preparar la mezcla de la solucion final: 1) por una parte
se prepararon dos soluciones, cada una con un polimero, para después mezclar ambas
soluciones en una misma; 2) por otro lado, ambos polimeros fueron agregados hasta que
se diluian en un mismo volumen. Esto con la idea de observar cual de las dos formas

resultaba en una mejor mezcla de ambos polimeros.

7.1.2 Medicion de parametros.

Una vez preparadas las soluciones y estandarizado el proceso de preparacion de las
mismas, se registraron los valores de conductividad con un conductimetro (Corning
Pinnacle 542), viscosidad (Koehler K447-BR) y pH con un potenciometro (Beckman

390pH). Las lecturas se llevaron a cabo bajo condiciones ambiente.

7.1.3 Electrospinning.
Basandose en lo reportado en la literatura, y en las propiedades fisicoquimicas de los
polimeros utilizados, se variaron los parametros necesarios para obtener membranas con
la menor formacion de cuentas y didmetro de fibras y poros adecuados para el desarrollo
de este trabajo. Entre los pardmetros que se variaron se encuentran:

o Voltaje. Se probaron valores de 9 a 15 kV.

o Distancia entre aguja y colector. Se probaron distancias de 15 a 25 cm.

o Flujo de alimentacion. Se evalu6 un rango de 1 a 5 ml/h.
Utilizando el equipo ‘“Standard Unit NEU-01" (Shenzhen Tong Li Tech Co). Las
membranas resultantes se observaron mediante Microscopia Electrénica de Barrido

(SEM).

Parametros

Voltaje Distancia
= 9kV Bl Scm

e 12kV e 20cm
e 15kV e 25cm

Figura 9. Parametros que se variaron con la finalidad de encontrar
las mejores condiciones para el proceso de electrospinning.
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7.2 Activacion de la cepa bacteriana

La cepa de Staphylococcus aureus obtenida para la realizacion del presente trabajo fue
donada por el Laboratorio de Bioquimica y Genética de Microorganismos de la misma
institucion. Se prepararon Sml caldo nutritivo (CN) para ser inoculados con la cepa. Se
incubo el caldo por 48h a una temperatura de 37°C con agitacion a 100 revoluciones por
minuto.

Una vez reactivada la cepa, se procedié a inocularla en medio s6lido Staphylococcus
Agar (Sigma) a 37°C por 24h para asegurar la ausencia de contaminacién por otros

microorganismos.

7.3 Preparacion de la solucion de nisina
Se preparara una solucion stock de nisina (25ug/ml) disolviendo 0.1g de nisina (Sigma)
en Iml de HCl 1M por 2h a temperatura ambiente. La solucion se mantuvé a 4°C hasta su

empleo.

7.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

La determinacion de las CMI y CMB se realiz6 mediante dilucion 1:10 en tubos
Ependorff usando 800l de CN y agregando 100ul de la solucion de nisina . Cada tubo se
inoculé con 100ul de cultivo de S. aureus con una concentracion celular de 1x10°cel/ml
ajustado mediante la escala de McFarland. Una vez realizadas las diluciones se procedio
a incubarlas bajo las mismas condiciones mencionadas previamente para la obtencion del

in6culo.
7.5 Activacion de las membranas

7.5.1 Adicion de la nisina la solucion de PVP/AC

A la solucion de PVP/AC estandarizada, se anadi6 el volumen de la solucion de nisina
para obtener la concentracion final igual a la CMI determinada previamente.

Debido a la adicion del lantibiotico, se evalud si existia algin cambio en la formacion de
las membranas por electrospinning. Se ajustaron los pardmetros previamente

mencionados para la obtenciéon de membranas adecuadas.
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7.6 Pruebas antimicrobianas
* Antibiogramas
Se realizaron pruebas de la actividad antibacteriana de las membranas de PVP/AC
activadas con nisina. Para lo cual se manejaron las siguientes muestras:
o Control positivo se utiliz6 amikacina.
o Prueba con la solucion de PVP/AC preparada para someter a
electrospinning.
o Membranas de PVP/AC recuperadas posteriormente de haber realizado
electrospinning.
o Prueba con la solucion de nisina.
o Prueba de la solucion de PVP/AC activada con nisina.
o Prueba de las membranas de PVP/AC activadas con nisina elaboradas por
electrospinning.
o Control negativo se utilizard la cepa de S. aureus inoculada en Agar

Estafilococo.
7.7 Caracterizacion de las membranas.

7.7.1 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Con la finalidad de analizar la morfologia de las membranas de PVP/AC se realizaron
observaciones mediante SEM en las instalaciones del Centro de Investigacion en
Materiales Avanzados (CIMAV Monterrey) empleando un microscopio electronico de
barrido de emision de campo (Nova NanoSEM 200, FEI). Las condiciones empleadas
durante el procedimiento fueron adaptandose durante el transcurso del mismo en relacién
a las necesidades que la muestra fue requiriendo. Se emple6 un detector de bajo voltaje

utilizando 10kV. No fue necesario ninglin tratamiento como preparacion de la muestra.

7.7.2 Espectroscopia Infrarroja por la Tranformada de Fourier (FT-IR)

Se realizaron lecturas por triplicado de los compuestos poliméricos para poder establecer
lecturas comparativas de las membranas obtenidas. Posteriormente se realizaron de los
polimeros de PVP y AC, y las membranas de PVP 4%/AC 4%(p/v) con la finalidad de
monitorear la presencia de los grupos caracteristicos de los compuestos y observar las

interacciones en las membranas generadas.
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7.7.3 TGA/DSC
Para los analisis térmicos se empleo el equipo SDT Q 600 (TA Instruments) con el que
los procedimientos se realizaron de forma simultanea en muestras de =10mg un rango de

25 a 600°C con un aumento de 10° por minuto en atmoésfera de nitrogeno.

7.7.4 Humectacion y Solubilidad
Se realizaron pruebas de humectacién colocando 2cm” de las membranas sobre una capa
de papel absorbente de 10cm de didmetro empapados con 3ml de buffer de acetatos a pH

5.
Para la prueba de solubilidad se utilizaron muestras de las membranas similares a las

mencionadas anteriormente y se sumergieron en 10ml de buffer de acetatos pH 5. Se

aplico agitacion a I00RPM.
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8 RESULTADOS Y DISCUCION:

8.1 Fabricacion de las membranas.

8.1.1 Preparacion de las soluciones.

Las proporciones de los solventes probadas mostraron diferencia en su efectividad para la
disolucion de los polimeros. En una relacion 1:1 de EtOH:Ace el AC no se solubiliza
totalmente, quedando aglomerados del polimero en suspension. A diferencia de la
relacion 1:1, las relaciones 1:2 y 1:4 de EtOH:Ace mostraron una disolucion de los
polimeros ideal. Tomando en cuenta que ambas proporciones funcionaban para preparar
las soluciones de forma satisfactoria, se optd por utilizar la proporcion 1:2 de EtOH:Ace
siendo la proporcion con mejores resultados al evaluar la solubilidad en las soluciones
poliméricas.

Una vez determinada la proporcion de solventes a utilizar, se procedié a determinar los
valores de viscosidad, conductividad y pH de las soluciones con distintas concentraciones
de polimeros.

Se probaron también dos formas de preparar la mezcla de la solucion final: 1) por una
parte se preparaban dos soluciones, cada una con un polimero, para después mezclar
ambas soluciones en una misma; 2) por otro lado, ambos polimeros fueron agregados
hasta que se diluian en un mismo volumen. Esto con la idea de observar cual de las dos

formas resultaba en una mejor mezcla de ambos polimeros.

8.1.2 Medicion de parametros.

La caracterizacion de las soluciones obtenidas se realizd mediante el registro de tres
parametros: a) viscosidad, b) conductividad y c) pH. Estos pardmetros se encuentran
entre los principales a tener en cuenta para que se presente la formaciéon de fibras
mediante el proceso de electrospinning. El registro de los valores obtenidos para los tres
parametros se encuentra en la tabla 6, en la que se puede observar que el incremento de la
viscosidad es proporcional al aumento de la concentracion de los polimeros en la
solucion. En relacion al pH de las soluciones se observd un comportamiento en el que
aparentemente también hay una relaciéon entre tal pardmetro y el aumento de la
concentracion de los polimeros, comportamiento que se reporta asociado al PVP

previamente (ISP 2012). En relacion a la conductividad, no se observa un
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comportamiento proporcional a la concentracion polimérica como en los otros dos

parametros mencionados anteriormente.

Tabla 6. Registro de parametros de las diferentes concentraciones de las
soluciones poliméricas bajo condiciones ambiente.

Concentracion Viscosidad pH  Conductividad
4%PVP/4%AC 200cP 5.1 4.1uS/em
6%PVP/6%AC 950cP 6.4 4.67uS/cm
8%PVP/8%AC 4000cP 7.1 4.59uS/cm

La viscosidad aparente de las soluciones preparadas con 8%PVP/8%AC resultd ser
demasiado alta como para poder ser inyectada al sistema de electrospinning, razén
principal por la que tal concentracion de polimeros fue descartada para continuar en el
desarrollo del trabajo.

Tomando en cuenta que la nisina es en general mds activa en medios acidos presentando
una maxima accion alrededor de un pH 5.5 (Sanjurjo et al. 2006) se eligio6 la solucion de

4%PVP/4%AC como Optima para someter al proceso de electrospinning.

8.1.3 Electrospinning.

Una vez determinada la concentracion de polimero a utilizar en solucion, se procedi6 a la
estandarizacion de los pardmetros del proceso de electrospinning para la obtencion de las
fibras en las mejores condiciones posibles, teniendo como indicador principal la
presencia o ausencia de cuentas en las fibras.

El primer pardmetro que se evalud fue la variacion de voltaje, pues de este pardmetro
depende la formaciéon del cono de Taylor, y por lo tanto la formacioén de las fibras y
membranas (Bhattacharjee & Rutledge 2011). El rango evaluado fue desde los 9kV hasta
los 15kV. Debido a que en ambos se obtuvd formacion de fibras, se realizd una
comparativa para registrar diferencias entre las fibras obtenidas a diferentes voltajes.

De las misma forma se vari6 la distancia entre la aguja y el colector, de acuerdo a la
literatura este parametro influye en la forma y diametro de las fibras obtenidas (Pham et
al. 2006). Las distancias a las que se generaron membranas fueron 15, 20 y 25

centimetros.
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En relacion al flujo de alimentacion de la solucidon polimérica se probd un amplio rango,
resultando que so6lo a 5ml/h se mantenia una alimentacion de la solucidn, lo
suficientemente constante para evitar la interrupcion de la formacion del cono de Taylor
y por lo tanto la obtencion de la fibra.

En el caso de las combinaciones evaluadas en el presente trabajo se pudieron obtener
fibras sin presencia de cuentas bajo casi todas las variaciones de parametros y sin

cambios entre las distintas fibras obtenidas (Tabla 7).

Tabla 7. Membranas obtenidas bajo distintas variaciones
de voltaje y distancia con flujo de Sml/h.

Voltaje
Distancia 9IkV 12kV 15kV
15¢m + + +
20cm + + +
25cm - + +

Figura 10. Membrana a base de 4%PVP/4%AC elaborada mediante electrospinning.
Aspecto conservado en las membranas obtenidas bajo las variaciones de voltaje y distancia
mencionadas en las tabla 7.
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Las membranas obtenidas bajo las distintas variaciones mantuvieron las siguientes
caracteristicas: 1) color blanco brillante, 2) textura sedosa, 3) aparente flexibilidad.

Una vez obtenidas las membranas bajo las distintas variaciones de los parametros antes
mencionados se realizaron observaciones por microscopia Optica para realizar una
busqueda inicial de presencia de cuentas en las fibras, las cuales se consideran como
deformaciones significando por lo tanto que las condiciones bajo las cuales fueron
obtenidas no eran las ideales. En la figura 11 se puede apreciar que las observaciones de
microscopia optica no mostraron presencia de cuentas en ninguno de los casos manejados
en este trabajo. Debido a la ausencia de cuentas en las distintas variaciones de los

parametros se eligido como pardmetros ideales 9kV a una distancia de 15cm.

AL < {

AN

NG % / 8744
a b c
Figura 11. Micrografias de las membranas obtenidas bajo los parametros a)9kV a

15cm; b) 12kV a 20cm y c) 15kV a 25cm, bajo un flujo de 5ml/h. Observaciones
realizadas a 400X

8.2 Activacion de la cepa bacteriana
Posterior a la incubacion en CN se logré inocular la cepa en agar Staphylococcus para
asegurar la inocuidad de la bacteria de interés. Una vez con la cepa aislada y pura se

procedi6 a la determinacion de la CMI de nisina contra este microorganismo.

8.3 Preparacion de la solucion de nisina

Se encontraron algunos protocolos para la preparacion de una solucion de nisina a partir
de un producto comercial como el empleado en este trabajo (Brumfitt et al. 2002; Cha et
al. 2003; Sanjurjo et al. 2006; Guiga et al. 2009; Piper et al. 2009). Después de analizar
algunos protocolos se eligieron los de Brumfitt et al. (2002) y Piper et al. (2009) como

adecuados para la preparacion de las soluciones de trabajo.
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Una vez preparadas las soluciones de nisina segun los dos protocolos antes mencionados,
se procedid a realizar la determinacion de la CMI mediante diluciones en tubo. Se utilizo
CN como medio, el cual fue inoculado con 1x10°cel/ml. Después de 24h de incubacién a
37°C con 100RPM se determind que la CMI se encontraba en 6ug/ml utilizando la
solucion preparada mediante el protocolo de Piper et al. (2009), mientras que la solucién
preparada segun el protocolo de Brumfitt et al. (2002) arrojo6 resultados positivos para la
inhibicion del crecimiento de S. aureus en una concentracion de 60ug/ml, razoén por la

que el uso de tal solucidn para la activacion de las membranas quedd descartado.

8.4 Activacion de las membranas

La forma para la activacion de las membranas fue mediante la adicion de la solucion de
nisina a la solucioén polimérica durante la preparacion de la tltima. La cantidad de nisina
que colocada inicialmente fue la necesaria para poder obtener la CMI previamente
determinada. Posterior a la preparacion de la solucion se realizdo el proceso de
electrospinning bajo las condiciones previamente estandarizadas. En este punto se realizd
un ajuste en el flujo de alimentacion de la solucion polimérica hacia el sistema, puesto
que los 5ml/h antes utilizados mostraron ser demasiado para que el cono de Taylor
formara las fibras al ritmo que la solucion era liberada mediante la aguja. Por tal motivo
se redujo el flujo hasta 2.5ml/h, punto en el que se alcanzo el equilibrio entre la
alimentacion de la solucion y el consumo de la misma mediante la formacién de fibras.
Esto puede haberse debido a la disminucién del pH de la solucion al afiadir la solucion de
nisina, lo cual también aumento la conductividad de la solucion teniendo como valores

2.4y 21.9uS/cm, respectivamente.

8.5 Pruebas antimicrobianas

Las pruebas fueron realizadas en medio ICC como se puede apreciar en la figura 12. La
nisina no es afectada por la presencia de los solventes, lo cual fue important, dado que se
comprueba que es posible la adicion del péptido directamente a la solucidon polimérica sin
riesgo de desnaturalizacion. Por otro lado, la solucion polimérica adicionada con nisina
no arroj6 resultados positivos para la inhibicion del crecimiento de S. aureus, esto puede
deberse a que la incubacion a 37°C ocasiond una evaporacion de los solventes de la

solucion derivando en la formacion de una membrana por casting, impidiendo asi la
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difusion de la nisina a través del agar. En relacion a la membrana activada, no se observo
halo de inhibicion. Tal resultado puede deberse a dos posibilidades, en primer lugar esta
la reduccion de la concentracion de nisina en la membrana obtenida debido al proceso de
electrospinning, como ha sido sugerido en trabajos reportados previamente (Sanjurjo et
al. 2006). Por otro lado se encuentra la posibilidad de una fuerte union entre el péptido y
las fibras poliméricas, asi como también un atrapamiento por parte de la matriz

polimérica de la nisina, por lo que su liberacion necesita de algiin cambio en el medio que

propicie la liberacion de la bacteriocina, esta idea se ve apoyada por lo reportado por

Figura 12. Resultados de antibiograma. S. aureus inoculado en medio ICC incubado
durante 24h a 37°C. A) Amikacina, B) Agua para soluciéon de nisina, C) Mezcla de
solventes 1:2 de EtOH:Ace, N) Soluciéon de nisina, CN) Solventes+nisina, S) Soluciéon
polimérica, SN) Solucién poliméricat+nisina, M) Membrana 4%PVP/4%AC, MN)
Membrana 4%PVP/4%AC+nisina.

8.6 Caracterizacion de las membranas.

8.6.1 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

En la Figura 13 se muestran las imagenes obtenidas por SEM. En ellas se puede apreciar
una morfologia uniforme de las fibras con ausencia de cuentas dentro de las mismas, lo
cual corrobora las observaciones iniciales mediante la microscopia Optica mediante las

que presuntamente se sugeria tal caracteristica de las fibras. Mediante esta prueba se
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logré estimar el didmetro aproximado de las fibras que componen las membranas
alrededor de 1.24+.25um, medida que se encuentra ligeramente por encima de trabajos
reportados en relacion a fibras obtenidas por electrospinning de PVP tnicamente (Chen et
al. 2012). Sin embargo el didmetro reportado para fibras elaboradas por electrospinning
de una mezcla de PVP/AC se encuentra por encima de los valores obtenidos en nuestras
fibras (Kendouli et al. 2014), asi que aunque las fibras obtenidas no se encuentran en el

rango nanométrico, se encuentran en una rango aceptable.

Figura 13. Imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido a dos
magnificaciones 1kX y 2kX en las que se aprecia la morfologia de las fibras obtenidas
en el presente trabajo previo a la adicidon de la nisina.

8.6.2 FT-IR

El andlisis de FT-IR realizado a diversas muestras de las membranas obtenidas mostro
que los compuestos poliméricos utilizados para la elaboracion de las mismas se
mantienen presentes sin modificaciones al presentarse las senales caracteristicas de los
polimeros. En la Figura 14 se puede apreciar el grupo carbonil amida en 1670cm™ de
PVP y del AC se presentan picos 1020cm™ y 1230cm™ correspondientes a los C-O de
enlace sencillo, 1700cm™ del grupo carbonil y bandas en 2850 a 2950cm™ de los grupos

CHs;.
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Figura 14. Grafico de los FT-IR obtenidos de la comparacion de las
membranas de PVP/AC elaboradas mediante electrospinning y los polimeros
que las conforman.

Debido a los resultados en los que no se obtuvo actividad inhibitoria contra S. aureus, se
procedi6 a evaluar la presencia de la nisina en las membranas obtenidas. Mediante FT-IR
se evaluo si existia diferencia entre las membranas “inactivas” y las que se obtuvieron
después de la adicion de la nisina a la solucion polimérica. En la figura 18 se puede
apreciar que en efecto si se presenta una variacion de los picos provenientes de las
membranas inactivas y las que presuntamente tienen nisina, por lo que se podemos
suponer que en efecto, en las membranas hay presencia de nisina ain y cuando no

presenten actividad antibacteriana.

8.6.3 TGA/DSC

Los andlisis térmicos mostraron como resultado una estabilidad térmica por parte de las
membranas por encima de los 350°C (Figura 15), temperatura que se encuentra por
encima de lo que se esperaba. Sin embargo, el punto de transicion vitrea se encuentra a

una temperatura de 65°C, que aunque estd por encima de los valores a los que
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probablemente se expondrian las membranas, nos indica que la temperatura de integridad

de las membranas es menor a la que se habia estimado.
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Figura 15. Analisis de estabilidad térmica de las membranas de 4%PVP:4%AC obtenidas
mediante electrospinning. Se observa la transicién vitrea a un temperatura de 65°C y un

decaimiento de la masa de la muestra alrededor de los 350°C

8.6.4 Humectacion y Solubilidad

En las pruebas de humectacion y solubilidad, se obtuvo un tiempo de humectacion

maxima de 5s para las muestras de las membranas. Para poder realizar una comparativa

de la estabilidad estructural que la mezcla de ambos polimeros aporta, se realizaron

comparaciones con membranas obtenidas mediante electrospinning a base Uinicamente de

PVP(4%p/v). Cabe mencionar que las membranas adicionadas con AC son més estables

en presencia de liquidos en comparacion con las formuladas Uinicamente con PVP, las

cuales mantienen su estructura solamente durante el periodo que les toma humectarse,

tiempo después del cual pierden su estructura (Figura 16).
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Figura 16. Fotografias en las que se muestra una comparativa entre membranas a base
de PVP y las obtenidas en este trabajo con la adicion de AC. Aun y cuando el tiempo
de humectacion es el mismo, la estabilidad de las que presentan AC es superior.

Para la evaluacion de la solubilidad de las membranas se realizd un monitoreo de peso
constante de muestras de las membranas después de diversos lavados durante 2h. En la
Figura 17 se puede apreciar que durante la primer hora hay una pérdida del 50% de la
masa de las muestras. Aun y cuando esto puede parecer un periodo corto, para el uso que
se propone de las membranas obtenidas en este trabajo no presentaria condiciones de
humedad alta como las que se manejaron en la prueba, por lo que consideramos que los

resultados obtenidos son aceptables.
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Figura 17. Monitoreo en base a peso constante para evaluar el porcentaje de pérdida de
material de las muestras de membranas al estar sumergidas en buffer a pH 5
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8.7 Identificacion de actividad antibacteriana

Como se puede observar, ain y cuando las pruebas de caracterizacion de la matriz
polimérica establecen que la misma es estable desde distintos puntos de vista, es
importante el recordar que la principal finalidad de las mismas, la cual es que presenten
actividad inhibitoria ante el crecimiento de S. aureus, resultd negativa.

Debido a la falta de actividad antibacteriana por parte de las membranas posterior a la
activacion mediante la adicion de la nisina a la solucion polimérica y su posterior
procesamiento mediante electrospinning, se procedid a realizar una serie de pruebas y
modificaciones para el entendimiento e identificacion de la o las razones debido a las que
no se presentd inhibicion del crecimiento bacteriano en presencia de las membranas

activadas.
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Figura 18. Se puede observar la diferencia de los picos presentes entre las membranas
poliméricas en presencia (PVP/AC+Nisina) y ausencia (PVP/AC) de nisina.

Primeramente, se realizaron lecturas de las membranas activadas con nisina mediante FT-
IR, con la finalidad de evaluar cambios en los picos de las sefiales obtenidas de las

muestras de las membranas activadas en relacion a las membranas en ausencia de nisina.
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Los resultados de las lecturas de FT-IR de las membranas activadas se pueden apreciar en
la figura 18, la cual muestra presencia de variaciones en los picos de las sefales al ser
comparada con las senales provenientes de las membranas en ausencia de nisina. Esto
sugiere que existe una interaccion entre el péptido antimicrobiano y los polimeros que
componen la membrana. Esta interacciéon podria estar impidiendo la liberacion de la
nisina al agar. Lo anterior debido a la posible formacion de interacciones entre la nisina y
los polimeros conformantes de la matriz, que en conjunto a la presencia de los solventes y
el procesamiento por electrospinning, hayan propiciado una adsorcion del péptido dentro
de la matriz. Este tipo de comportamiento se ha mantenido en discusion hasta la fecha,
pues existen trabajos que sugieren que la nisina adsorbida en superficies hidrofilicas se ve
afectada con una disminucion de la actividad antibacteriana, mientras que otros estudios
sugieren que en efecto son las superficies hidrofobicas las que mantienen atrapada la
molécula peptidica y por lo tanto su liberacion y actividad se ven menguadas (Karam et
al. 2013).

Teniendo en cuenta que dentro de la matriz polimérica se tienen presentes elementos
altamente hidrofilicos, como el PVP, y altamente hidrofobicos, como lo es el AC, se
puede decir que la combinacidn de este factor en presencia del proceso de electrospinning
ocasionan un atrapamiento de la nisina desde el punto de vista de interacciones por
cargas. De estar ocurriendo tal situacion, una opcion es modificar el pH del medio en el
que se aplique la membrana activa para permitir la liberacion de la nisina, pero como se
ha reportado en otros trabajos (Del Prado et al. 2014) el aumento en el pH puede
propiciar una liberacion del principio activo en presencia de PVP, la cuestion es que de
ser el caso, el pH del medio para que la nisina fuese liberada deberéd de estar por encima
de 7, lo cual no es factible para el presente trabajo pues la nisina sufre una
desnaturalizacion a niveles de pH cercanos a 7 teniendo una disminucion de su actividad
desde pH superiores a 5 (Davies et al. 1998), debido a lo cual el aumento en el pH para
buscar una liberacion de la nisina desde la membrana no es una posibilidad bajo las

condiciones que se manejaron en este trabajo.
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Figura 19. Membrana de PVP/AC activada mediante la adicion de amikacina a la solucién
polimérica y procesada mediante electrospinning.

Teniendo en cuenta que se descarté modificar el pH para buscar una liberacion de la
nisina de los polimeros, se realizaron pruebas para determinar cual de los polimeros y/o
solventes estaba generando la inactivacion de la nisina en las membranas posterior al
electrospinning.

Se realizaron pruebas para descartar que el mismo proceso de electrospinnig estuviese
inactivando el principio activo, para lo cual se activaron membranas con amikacina, el
control positivo comercial que se manejé en las pruebas antimicrobianas previamente
realizadas. Las condiciones bajo las cuales se obtuvieron estas membranas fueron las
mismas bajo las que se obtuvieron las membranas PVP/AC+Nisina. En la figura 19 se
puede observar que las membranas activadas con amikacina si presentan actividad
inhibitoria ante el crecimiento de S. aureus por lo que se descartd que el proceso de

electrospinning por si solo estuviese inactivando la nisina.
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Figura 20. Membrana de PVP/AC activada con nisina mediante adsorcion de la misma. Se
puede apreciar que hay inhibicion del crecimiento de S. aureus, por lo que la presencia de
los polimeros por si solos no es el factor que ocasiona un atrapamiento del péptido
evitando asi su accion antibacteriana.

De la prueba anteriormente realizada, se sugirid que posiblemente la presencia de alguno
de los polimeros atrapara la nisina dentro de la membrana, por lo que se realizaron
pruebas antibacterianas activando la membrana de PVP/AC mediante adsorcién de la
solucion de nisina. En la figura 20 se puede apreciar que la presencia de ambos polimeros
no es la razén a la que se deba el posible atrapamiento de la nisina, puesto que las
pruebas mostraron resultados positivos para la inhibicion del crecimiento de S. aureus.

Teniendo en cuenta que el proceso de electrospinning por si s6lo permite la activacion de
las membranas con otro principio activo y que las membranas se pueden activar en la
presencia de ambos polimeros, se puede suponer que es en realidad un conjunto de

pardmetros los que en suma propician la inactivacion de la nisina en las membranas.
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9 CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los objetivos planteado, y como fruto de la discusion de los

resultados obtenidos, se llega a las siguientes conclusiones:

1. Se ha demostrado que es posible obtener membranas poliméricas a base de una
mezcla de PVP y AC mediante el proceso de electrospinning.

2. Las membranas obtenidas estan formadas por fibras uniformes y no presentan
cuentas, sin embargo el didmetro es mayor al reportado en literatura referente a la
técnica de electrospinning.

3. La presencia de AC en las membranas confiere una mayor estabilidad a
condiciones de almacenamiento y resistencia a la humectacion y la solubilidad en
contraste a las membranas compuestas solo de PVP.

4. Se puede apreciar que existe una interaccion entre los compuestos poliméricos
presentes en las membranas asi como también entre los polimeros y la nisina.

5. Se logré conferir actividad antibacteriana contra S. aureus al activar las
membranas mediante electrospinning con amikacina, sin embargo no fue asi al
afiadir nisina.

6. Es posible activar las membranas posterior a su obtencidon por electrospinning al
afiadir la solucidon de nisina obteniendo actividad antibacteriana contra S. aureus
por parte de las membranas.

7. Es posible que la suma de los solventes, los polimeros y el proceso de
electrospinning propicien, en conjunto, que la nisina se vea afectada debido a lo

cual no presenta actividad antibacteriana contra S. aureus.
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10 PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta que la presente linea de investigacion se encuentra en una etapa
temprana, se plantean algunas perspectivas a partir de los resultados obtenidos durante la
realizacion del presente trabajo de investigacidon, principalmente orientandose en dos
direcciones.

Por un lado se tiene el hecho de buscar la actividad antimicrobiana al afiadir otros
principios activos a la solucién polimérica y ser procesadas por electrospinning con la
idea de obtener membranas cuya actividad antimicrobiana sea efectiva. La opcién mas
plausible, basandose en los resultados obtenidos, es la activacion mediante la adicion de
farmacos comerciales, sin embargo no se descarta la idea de lograr adicionar moléculas
alternativas a tales compuestos con la finalidad de generar propuestas alternativas para el
tratamiento de microorganismos patdogenos que sirvan como una posible respuesta ante
casos de cepas resistentes a farmacos.

Por otro lado se encuentra el aspecto del desarrollo de los materiales. Las fibras
resultantes de las membranas obtenidas tienen un didmetro en el rango micrométrico.
Aun y cuando se encuentran en un rango que ha sido reportado anteriormente, seria
interesante buscar reducir el didmetro lo mas que se pueda, apuntando a lograr obtener
fibras con didmetros en el rango nanométrico. Bajo esta misma linea, se propone la
completa caracterizacion de las membranas obtenidas en relacion a las propiedades
fisico-mecanicas.

Finalmente seria de gran interés el poder generar un protocolo para poder ser probado en
modelos animales con la idea de evaluar los probables beneficios en la recuperacion
tisular en heridas epidérmicas por parte de la membranas elaboradas mediante
electrospinning.
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