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RESUMEN

Este proyecto de tesis se centra en el desarrollo de una solucién innovadora dentro del campo de la
bioingenieria, especificamente en el disefio de un sistema de liberacion controlada de medicamentos.
El objetivo es abordar uno de los principales retos en el tratamiento de la diabetes: lograr una
administracion de insulina mas eficiente y menos invasiva. Para esto, se disefi¢ un parche transdérmico
elaborado a partir de alcohol polivinilico (PVA) combinado con insulina glargina —una insulina de
accion prolongada— mediante la técnica de electrohilado. EI PVA fue elegido por sus propiedades
biocompatibles y biodegradables, asi como por su capacidad para formar nanofibras a través del
electrohilado, lo que permite obtener una alta relacion superficie-volumen y un perfil de liberacién
controlada del farmaco. La incorporacion de insulina glargina en la soluciéon de PVA dio como
resultado un entramado de nanofibras capaz de favorecer una liberacion gradual del medicamento, lo

que podria mejorar la adherencia al tratamiento al disminuir la frecuencia de inyecciones.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES Y FUNDAMENTOS

Dentro del campo de los biomateriales, especialmente aquellos destinados a la elaboracion de apositos,
destacan tanto los de origen natural como los sintéticos, ya sea utilizados de manera individual o en
combinacion. En los tltimos afios, los polimeros naturales han recibido una atencion creciente debido
a su alta biocompatibilidad, amplia disponibilidad y ventajas medioambientales. Gracias a estas
propiedades, ha sido posible desarrollar apdsitos basados en proteinas y lipidos que, ademas de ser
biodegradables, pueden combinarse con materiales sintéticos para aprovechar sus caracteristicas
mecanicas. Se espera que esta sinergia entre ambos tipos de materiales impulse avances significativos

y llegue a dominar los tratamientos biomédicos en el futuro (Naseri y Ziora, 2018).

Actualmente existe una amplia variedad de polimeros utilizados en la elaboracién de apositos, que
abarcan desde materiales sintéticos —como el alcohol polivinilico (PVA), la polivinilpirrolidona
(PVP), el polipropileno (PP) y el polimetilmetacrilato (PMMA )— hasta polimeros de origen natural,
entre los que destacan la quitina, el Aloe vera, el quitosano, la grenetina, la celulosa, el 4cido
hialurénico y el colageno, asi como sus derivados. La combinacion estratégica de estos materiales
permite imitar de manera mas fiel la matriz extracelular de la piel y obtener mejores resultados en el

cuidado y la regeneracion de heridas (Valencia et al., 2016).

1.1. ALCOHOL POLIVINILICO (PVA)

El alcohol polivinilico (PVA) o también conocido como polietenol, es un polimero sintético soluble
en agua, dispuesto en un principio por Herman y Heahnel en el afio de 1924. Origindndose a partir de

ésteres polivinilicos. (Jones, 1973; Aslam, Kalyar, y Raza, 2018).

Se produce a través de la hidrolisis parcial o total del acetato de polivinilo, mediante la eliminacion de
los grupos acetato, también conocido como alcoholisis. La cantidad y extension de hidroxilacion
sometida definira las caracteristicas fisicas y quimicas del polimero (Santos, 2016). En la Figura 1 se
puede observar la formula semidesarrollada de la estructura del PVA parcialmente hidrolizada y

totalmente hidrolizada.
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Figura 1. Estructura dePVA a) Parcialmente hidrolizada, b) Totalmente hidrolizada. Imagen modificada de (Gaaz &

cols.,2015).

Las propiedades tanto fisicas como quimicas dependen directamente al porcentaje de hidrdlisis a la
que fue sometido el polimero. En estado puro resalta su capacidad de degradacion por organismos
bioldgicos y por medios liquidos, como el agua. Ademds, entre sus atributos destacan la gran
resistencia a la traccion, estabilidad térmica, alta porosidad, aporte de flexibilidad, altas cualidades de

barrera en gases, nula toxicidad y biocompatibilidad (Gaaz y cols., 2015).

Su punto de fusion ronda entre los 180-190°C y se desnaturaliza rapidamente por encima de 200°C,
aunque no se funde como un termoplastico, es amorfo en su forma pura pero cuando se estira puede

formar fibras cristalinas y cuenta con un coeficiente de Poisson entre 0,42 y 0,48 (Mariano, 2012).

Como parte de su aplicacion, en la década de los 60’s los japoneses se dedicaron a impulsar la
produccion de fibras de PVA, haciendo crecer las aportaciones industriales de este material (Jones,
1973). Entre ellos se encuentran el procesamiento de fibras textiles, fabricacion de papel, tecnologia
de impresion, peliculas Opticas, polimerizacion en emulsion y como acondicionador y estabilizador
del suelo. Las peliculas y revestimientos se caracterizan por su proteccion contra los vapores toxicos

y por la resistencia contra los disolventes orgédnicos (Estrada y cols, 2020).

También presenta una gran versatilidad en aplicaciones médicas, por ejemplo, en la preparacion de
lagrimas artificiales, disoluciones para lentes de contacto, mayor proteccion contra agentes quimicos
en guantes de laboratorio, lubricantes oculares, estabilizador de muestras biologicas y como base en

el desarrollo de nuevos polimeros (Flores y Isac, 2013)

Recientemente se han desarrollado nuevos métodos para la fabricacion de biomateriales a escalas
nanométricas, las cuales se clasifican en 2 grupos: en técnicas fisicas, quimicas y bioldgicas y en

técnicas de fabricacion hiladas (Tulinski y Jurczyk, 2017).
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1.2. TECNICAS FiSICAS, QUIMICAS Y BIOLOGICAS PARA PRODUCIR FIBRAS DE PVA

Se ha investigado el uso de andamios elaborados a partir de PVA como una alternativa a los injertos
artificiales actualmente disponibles (Jiang et al., 2011). En términos generales, el PVA presenta
propiedades que lo convierten en un material idoneo para el refuerzo de compuestos ceramicos, debido
a sus excelentes caracteristicas mecanicas, las cuales contribuyen a mejorar la resistencia estructural

de dichos materiales (Horikoshi et al., 2006).

En cuanto a la fabricacion de nanofibras, la técnica fisica emplea como recurso principal radiaciones
de alta energia, presion o energia eléctrica o térmica, con el propdsito de inducir procesos de fusion,
abrasion, evaporacion o condensacion del material. Estas condiciones permiten obtener fibras con
distintas morfologias, tamafios, porosidades y caracteristicas superficiales. Entre los métodos mas
utilizados destacan la deposicion por vapor, la ablacion laser y diversas técnicas de hilado (Rasouli et

al., 2019).

Por su parte, la técnica quimica implica la realizacion de reacciones entre dos o mas especies para
formar nanofibras, ya sea de manera directa o con el apoyo de fuentes externas. Entre los métodos mas
comunes se encuentran la microemulsion, el método sol-gel, la deposicion electroquimica, la
irradiacion por ondas y la separacion de fase. Finalmente, la técnica bioldgica comprende aquellos
procesos basados en la interaccion entre materiales y especies bioactivas, como bacterias o enzimas,

sin necesidad de aplicar energia externa (Rasouli et al., 2019).
1.3. TECNICAS DE FABRICACION DE HILADAS

La técnica de hilado es un método con gran potencial dentro del &mbito cientifico y tecnologico, ya
que permite la fabricacion de fibras extremadamente finas a partir de soluciones o fundidos
poliméricos. Entre sus variantes, destaca el electrohilado, un proceso que emplea fuerzas eléctricas
de alto voltaje para estirar y transformar una solucioén polimérica en fibras continuas con didmetros
que pueden alcanzar la escala nanométrica. Esta técnica no solo es versatil y relativamente rentable,
sino que ademas ofrece un control preciso sobre la morfologia, el didmetro y la estructura de las
fibras, lo que la convierte en una herramienta clave para aplicaciones biomédicas, farmacéuticas y de

ingenieria de materiales (Rasouli et al., 2019).
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1.3.1. ELECTROHILADO POLIMERICO

La historia del electrohilado y su automatizacion se remonta al siglo XVIIL. En 1628, William Gilbert
documentd por primera vez fendomenos relacionados con la interaccion de liquidos en campos
magnéticos y electrostaticos, sentando las bases del estudio de fluidos bajo influencia eléctrica.
Posteriormente, en 1914, John Zeleny realizé una contribucion significativa al describir la formacion
de gotas en la punta de capilares metalicos y desarrollar el primer modelo matematico de fluidos
sometidos a fuerzas electrostaticas. Sin embargo, el primer aparato de electrohilado fue inventado y
patentado por Anton Formhals en 1934, consolidando el concepto moderno del proceso. Mas tarde, en
1964, Sir Geoffrey Ingram Taylor establecio el fundamento tedrico de este proceso al modelar el
comportamiento del fluido cargado y describir la formacién del caracteristico cono alargado, hoy

conocido como el cono de Taylor (Calzon, 2016).

Décadas después, en 1995, Doshi y Reneker reintrodujeron el electrohilado como una técnica clave
para la creacion de nanoestructuras, utilizando el término “spinning electrostatico”. A partir de
entonces, el numero de estudios y publicaciones crecié de forma sostenida, impulsado inicialmente
por sus trabajos y posteriormente por autores como Huang, Reznik y Hohman, asi como por nuevos
pioneros como Stanger, Tucker y Staiger (Bhardwaj, 2010). En los tltimos afios, el creciente interés
en la produccion de microfibras y nanofibras ha motivado una expansion notable en la investigacion
y optimizacion de esta técnica, que finalmente adoptd el nombre actualmente aceptado:

electrospinning en inglés, o electrohilado.

Originalmente, el electrohilado se empleaba principalmente para obtener fibras extremadamente
delgadas destinadas a incrementar el area superficial de diversas matrices poliméricas. Hoy en dia, su
aplicacion se ha diversificado hacia la fabricacion de fibras en la escala nanométrica para una amplia
gama de usos, que incluyen ensayos Opticos, ingenieria de materiales, liberacién controlada de
farmacos e investigacion biomédica (Travis, 2008). En el campo de la bioingenieria, se ha convertido
en una herramienta fundamental para la elaboracion de andamios poliméricos destinados a procesos
de regeneracion tisular, proliferacion celular y cultivo tridimensional, aspectos esenciales en la

practica clinica y el desarrollo de nuevas terapias.

La técnica de electrohilado combina principios de biologia, fisica y tecnologia de fabricacion para

producir nanofibras a partir de soluciones poliméricas. Utiliza solventes organicos o soluciones acidas
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que, mediante interacciones moleculares especificas, permiten la formacion de fibras con estructura
definida (Gonzales et al., 2020). Los polimeros naturales ofrecen ventajas como la biocompatibilidad
y la capacidad de mimetizar funciones bioldgicas —incluida la sefializacion celular—; sin embargo,
presentan limitaciones en el control de sus propiedades estructurales, como el diametro de la fibra. En
contraste, los polimeros sintéticos permiten un control mas preciso de la morfologia y caracteristicas
fisicoquimicas, pero con frecuencia muestran menor capacidad para promover interacciones

bioldgicas (Jenkins & Little, 2019).

Entre los polimeros sintéticos utilizados en el electrohilado, el alcohol polivinilico (PVA) destaca por
ser un material semicristalino, altamente hidréfilo, no téxico y biocompatible. Sus propiedades
mecanicas favorables, asi como su solubilidad en agua, permeabilidad a gases y estabilidad térmica,
lo han convertido en un material ampliamente estudiado. El grado de hidrélisis del PVA influye
directamente en la resistencia de las microfibras, debido a su capacidad para absorber humedad del
entorno (Park et al., 2010). Por estas caracteristicas, el PVA ha sido extensamente investigado para la

fabricacion de apositos, hidrogeles y parches transdérmicos destinados a aplicaciones biomédicas.

Los hidrogeles basados en PVA son particularmente atractivos debido a su biocompatibilidad y a la
posibilidad de ajustar sus propiedades mecanicas y de hinchamiento. Estas capacidades les permiten
adaptarse a diversas necesidades clinicas, desde la ingenieria de tejidos hasta la liberacion controlada
de medicamentos y el tratamiento de heridas. Su capacidad para formar redes tridimensionales estables
ha permitido el desarrollo de parches transdérmicos de liberacion prolongada. Por ejemplo, se han
disefiado parches de doble capa basados en PVA que actian como vehiculos mucoadhesivos sensibles

al pH, logrando liberar hasta un 60% de 5-fluorouracilo en 48 horas a pH 7.2 (Ukani et al., 2024).

De igual manera, la fabricacion de parches de microagujas (agujas muy finas que se usan en un
procedimiento cosmético y dermatologico para crear microlesiones controladas en la piel, estimulando
asi el proceso de curacion natural del cuerpo) mediante hidrogeles de PVA ha mostrado resultados
prometedores. Estos dispositivos aprovechan la biocompatibilidad y adhesividad del PVA para
permitir una administracién eficiente de farmacos, manteniendo estabilidad morfologica y una
formacion adecuada de las microagujas, lo que respalda su potencial en terapias transdérmicas

(Varalakshmi Sureka et al., 2025).
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1.3.2. TECNICA DE ELECTROHILADO

El electrohilado permite la produccion de fibras poliméricas con diametros variables entre 3mn y Spm
como minimo (Pham et al., 2006). Consiste en un mecanismo eléctrico que puede ser manejado por
diferentes variables, segin los cientificos Doshi, J. y Reneker, D.H.J (Doshi & Reneker, 1993) la

clasificacion se divide en: solucion, propiedades, variables controladas y parametros ambientales.

La técnica de electrohilado empieza por el ensamblaje de tres componentes principales: una fuente de
alto voltaje que posee dos electrodos los cuales son conectados a la salida de la aguja metélica y otro
directo a la placa recolectora (lamina de metal conductor). Para impulsar la solucién del polimero a
través del capilar hacia la placa recolectora, se utiliza una bomba de infusidon (como se muestra en la
Figura 2). La tension superficial de la gota que se forma en el extremo de la aguja es vencida por la
fuerza del campo eléctrico, la gota se distorsiona formando el cono de Taylor, esta distorsion provoca
la expulsion del polimero cargado eléctricamente en direccion al colector formando hilos delgados, si,

el colector es rotatorio es posible la preparacion de fibras poliméricas alineadas (Duque et al., 2013).
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Figura 2. Ensamblaje de la técnica de electrospinning. (Li D & Xia Y. Electrospinning of Nanofibers: Reinventing the
Wheel? Advanced Materials.2004; 16(14), 1151-1170)

El control de los diferentes parametros proporciona caracteristicas unicas a la fibra obtenida por
electrohilado, por lo cual el proceso de ejecucion es muy importante y el disolvente utilizado sera

diferente sus parametros de disolucion.

La técnica puede ser desarrollada de forma horizontal o vertical (Figura 3). El principal inconveniente
al trabajar en la posicion vertical es la posible salida de gotas de solucion desde el capilar hacia la
placa recolectora las cuales caen sobre las fibras depositadas haciendo defectuosa la superficie de estas
interrumpiendo dicho proceso. Para impulsar la solucion a través del capilar puede utilizarse una
bomba de infusion; si se trabaja de forma horizontal con cono como capilar, la salida de la solucién
puede estar determinada por la fuerza de gravedad ligada a la viscosidad de la solucién (Duque et al.,

2014).
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Figura 3. Diversos ensambles de la técnica de electrospinning. (Duque et al., 2013. Rev. Iber. Polimeros, 14(1), 10-27
(2014))

Para iniciar el proceso de electrohilado, el polimero debe disolverse en uno o varios solventes que
garanticen su completa dilucion. Esto evita el taponamiento del capilar durante el proceso y, al mismo
tiempo, favorece la formacion de fibras homogéneas. Los polimeros, al ser materiales dieléctricos,
pueden considerarse como arreglos de dipolos microscopicos compuestos por cargas positivas y
negativas cuyos centros no coinciden exactamente (Dekker, 1959). Estas cargas se mantienen en su
posicidon por fuerzas atdmicas y moleculares y solo pueden desplazarse ligeramente ante campos
eléctricos intensos, lo que explica el estiramiento de la solucidon durante el electrohilado. A estas cargas
se les denomina cargas ligadas, en contraste con las cargas libres que determinan la conductividad en

materiales conductores (Fano et al., 1987).

En algunos casos, para mejorar las propiedades dieléctricas de la solucion polimérica, se afiaden
solventes con constantes dieléctricas elevadas (Lee et al., 2003). Esto contribuye a la formacion de
fibras con menos defectos —especialmente la presencia de beads o gotas solidificadas que reducen el

area superficial efectiva— y con diametros mas pequefios (Son et al., 2004).
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Una vez preparada, la solucidn se coloca en una jeringa o cono y se somete a un alto voltaje. Bajo la
accion del campo eléctrico, las cargas se acumulan en la punta del capilar, formando una gota. A
medida que la intensidad del campo aumenta, la gota se estira y adopta una geometria conica
denominada cono de Taylor (Taylor, 1969; Reneker et al., 2000; Ramakrishna et al., 2005). Cuando
la fuerza eléctrica supera la tension superficial y las fuerzas cohesivas de la solucion, se emite un

chorro de fluido polimérico desde la punta del capilar hacia el colector.

Durante este trayecto, el chorro sufre un estiramiento adicional debido a las interacciones
electrostaticas entre segmentos cargados, mientras que el solvente se evapora progresivamente. Como

resultado, las fibras se solidifican antes de depositarse sobre el plato colector (Lannutti et al., 2007).

Tras la recoleccion, algunos autores recomiendan mantener las fibras en vacio para eliminar solventes
residuales (Jiang et al., 2005; Zhao et al., 2007; Ravichandran et al., 2012). Esta precaucion es esencial,
ya que solventes como cloroformo, dimetilformamida y otros compuestos organicos pueden liberar
vapores nocivos. Por ello, se recomienda el uso de sistemas de ventilaciéon adecuados y equipo de

proteccion personal para garantizar la seguridad de los operadores (Huang et al., 2003).

1.3.3. PARAMETROS DE LA SOLUCION

Hay varios parametros que estan estrechamente vinculados a las propiedades y caracteristicas de las
fibras producidas mediante electrohilado, por lo que es esencial controlar estos factores, en la Tabla

1, se resume la influencia de los pardmetros en las caracteristicas de las fibras obtenidas.

18



Tabla 1. Variables que controlar durante el proceso de electrohilado y su efecto en las caracteristicas de las fibras.

Parametro

Concentracion de la solucion
de polimero

Tension superficial

Conductividad de la solucién

Voltaje

Flujo de salida

Distancia aguja-colector

Humedad relativa

(i

"

3

Caracteristicas que aporta

Dificulta el paso de la solucion a través del capilar.

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

Aparicion de defectos (beads) en las fibras.

Obtencion de fibras lisas, para disminuir la tension superficial se puede
adicionar disolventes con baja tension como el etanol.

Mayor transporte de cargas, mayor estiramiento de la solucion, fibras mas
delgadas.

Menor transporte de cargas, menor estiramiento de la solucion, fibras mas
gruesas.

Fibras gruesas, distorsion del jet, aparicion de beads.

Poco impulso para llegada de la solucion al plato colector.

Las fibras mas gruesas, beads con mayores tamafios.

Mayor tiempo para evaporacion del solvente, fibras sin defectos.

Las fibras pueden romperse debido a su propio peso. Mayor estiramiento de la
solucién, obtencion de las fibras delgadas.

Aparicion de defectos (beads) en las fibras al trabajar con muy altas o muy bajas
distancias.

Poco tiempo para la evaporacion del solvente, por tanto, las fibras llegan
humedas al plato colector.

Aparicién de poros en las nanofibras.
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1.3.4. CONCENTRACION DE LA SOLUCION

La concentracion de la solucion es uno de los parametros clave que influyen en el tamafio y la
morfologia de las fibras. La concentracion del polimero en la solucién afecta tanto la viscosidad como
la tension superficial de ésta. La viscosidad de una solucioén polimérica esta relacionada con el grado
de enredo de las cadenas poliméricas: cuanto menos enredadas estén, menor serd la viscosidad, y
viceversa. El didmetro de las fibras tiende a aumentar a medida que la viscosidad se incrementa
(Ramakrishna et al., 2005). Si la solucion esta demasiado diluida, las fibras se rompen en gotas antes
de alcanzar el plato colector debido a la tension superficial; por otro lado, si la solucidon es demasiado
concentrada, la formacion de las fibras se ven impedida debido a la alta viscosidad, lo que dificulta el

flujo de la solucion a través del capilar (Sill & Von, 2008) (Deitzel et al., 2001).

1.3.5. TENSION SUPERFICIAL

Doshi y Reneker demostraron que la disminucion de la tension superficial en una solucion polimérica
favorece la produccion de fibras libres de defectos, particularmente sin la formacion de “cuentas” o
beads (Doshi & Reneker, 1995). La razén es que la tension superficial tiende a minimizar el area
superficial por unidad de masa, impulsando al chorro a adoptar geometrias esféricas. En contraste, la
aplicacion de un alto voltaje durante el electrohilado promueve un incremento del area superficial del
chorro, contrarrestando esta tendencia y facilitando la obtencion de fibras mas delgadas y uniformes.
Ademas, la fuerza viscoelastica del polimero actiia oponiéndose a cambios rapidos en la morfologia

del chorro, modulando asi el estiramiento inducido eléctricamente.

El coeficiente de tension superficial depende tanto del tipo de polimero como de los disolventes
utilizados, por lo que su ajuste es crucial para optimizar la morfologia de las fibras. En este sentido, la
incorporacion de disolventes auxiliares —como el etanol— en soluciones de baja tension superficial
puede mejorar significativamente la formacion de fibras lisas y continuas, reduciendo defectos

estructurales y favoreciendo una distribucion mas homogénea del diametro (Fong et al., 1999).
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1.3.6. CONDUCTIVIDAD DE LA SOLUCION

La conductividad de la solucion es un parametro clave en el proceso de electrohilado, ya que determina
su capacidad para transportar cargas bajo la influencia de un campo eléctrico. Las soluciones con alta
conductividad permiten una mayor acumulacion y movilidad de cargas, lo que intensifica las fuerzas
electrostaticas que actiian sobre el chorro polimérico. Una estrategia comun para incrementar este
parametro es la adicion de sales u otros agentes i6nicos, que elevan la densidad de portadores de carga
en el sistema. Este aumento en la carga disponible potencia la fuerza eléctrica responsable del
estiramiento del chorro, facilitando la formacion de fibras més delgadas y reduciendo la aparicion de

defectos morfologicos (Barakat et al., 2009).

Diversos estudios han demostrado que, a medida que aumenta la conductividad eléctrica de la
solucion, el diametro de las fibras disminuye de manera significativa. Esto se debe a que un chorro
mas cargado experimenta un estiramiento mas pronunciado durante su trayectoria hacia el colector, lo
que favorece la obtencion de fibras continuas, homogéneas y de menor didmetro. Por el contrario,
cuando la conductividad es baja, el chorro carece del estiramiento necesario para estabilizarse y
afinarse, lo que puede resultar en fibras irregulares, con mayor variabilidad en el didmetro e incluso

en la incapacidad de formar fibras bien definidas (Bhardwaj & Kundu, 2010).

1.3.7. EFECTO DIELECTRICO DEL DISOLVENTE

En el proceso de electrohilado, el disolvente desempefia dos funciones esenciales. En primer lugar,
permite la disolucion efectiva del polimero, lo que garantiza que las cadenas poliméricas estén
suficientemente separadas y disponibles para formar un chorro estable bajo la accion del campo
eléctrico. En segundo lugar, actia como medio de transporte, llevando las moléculas del polimero
disuelto desde la punta del capilar hasta el colector conforme el chorro se estira y viaja en el espacio
electrostatico (Ohkawa et al., 2004). Debido a estas funciones duales, las propiedades fisicoquimicas
del disolvente —como su volatilidad, viscosidad y afinidad con el polimero— influyen directamente

en la estabilidad del chorro, la velocidad de evaporacion y la formacion final de la fibra.

Entre estas propiedades, la constante dieléctrica destaca como un factor determinante en la calidad de
las fibras obtenidas. Una solucion formulada con disolventes de alta constante dieléctrica suele

presentar una mayor capacidad para distribuir y estabilizar las cargas eléctricas, lo que conduce a un
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estiramiento mas eficiente del chorro. Como resultado, se reduce la aparicion de defectos
morfologicos, especialmente los "beads", y se favorece la formacion de fibras mas finas y uniformes
(Deitzel et al., 2001). En este sentido, la eleccion del disolvente no solo debe considerar su capacidad
de disolver el polimero, sino también sus propiedades eléctricas, cuyo impacto se refleja directamente
en la morfologia final de las fibras. Las constantes dieléctricas de los disolventes mas utilizados en

electrospinning se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Constante dieléctrica de algunos disolventes.

Disolvente Constante dieléctrica
Cloroformo 48

Acetona 20.7

Etanol 2455
Dimetilformamida 383

Agua 79

PVA 78.5

1.3.8. PARAMETROS DEL PROCESO DE ELECTROHILADO

El proceso de electrohilado es altamente sensible a una serie de pardmetros operativos y ambientales
que determinan tanto la estabilidad del chorro como la morfologia final de las fibras. Factores como
el voltaje aplicado, el flujo de salida de la solucidon polimérica y la distancia entre la punta de la aguja
y el colector influyen directamente en la formacion del cono de Taylor, la elongacion del chorro y la
evaporacion del disolvente durante el trayecto. A estos se suman las condiciones ambientales —
principalmente la temperatura, la humedad relativa y la presion atmosférica— que afectan la
viscosidad de la solucion, la conductividad superficial y la velocidad de evaporacion del disolvente.
La interaccion dindmica entre todos estos parametros determina si se obtienen fibras continuas,
uniformes y libres de defectos, o si, por el contrario, se desarrollan irregularidades como beads,
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variaciones en el didmetro o incluso la inestabilidad completa del chorro. Estos factores deben

controlarse cuidadosamente para optimizar el rendimiento y la calidad del electrohilado.

1.3.8.1. VOLTAJE APLICADO EN EL ELECTROHILADO

El voltaje es uno de los parametros mas relevantes en el proceso de electrospinning, aunque su efecto
sobre el didmetro y la morfologia de las fibras no siempre es uniforme. Algunos autores reportan que
la aplicacion de voltajes elevados incrementa el flujo de fluido transportado en el chorro, lo que puede
traducirse en fibras de mayor didmetro (Huang et al., 2003). Por el contrario, otros estudios indican
que un aumento en el voltaje tiende a reducir el didmetro de las nanofibras (Sencadas et al., 2012) y,
simultaneamente, incrementa la probabilidad de defectos morfologicos como beads (Deitzel et al.,
2001; Demir et al., 2002). Estas discrepancias reflejan la naturaleza compleja del proceso y la

interaccion entre multiples factores fisicoquimicos.

Aun asi, la tendencia mas reportada sugiere que un voltaje elevado favorece un mayor estiramiento de
la solucion debido al incremento de la fuerza de Coulomb en el chorro y a la intensificacion del campo
eléctrico, lo que en la mayoria de los casos conduce a una disminucién del didmetro de las fibras (Lee
et al., 2004; Ribeiro et al., 2010). Sin embargo, la magnitud de este efecto depende directamente de
las propiedades viscoelasticas del polimero y del tipo de disolvente empleado, por lo que es
indispensable evaluar experimentalmente el comportamiento de cada sistema para determinar el rango

optimo de voltaje.

1.3.8.2. FLUJO DE SALIDA DEL POLIMERO

Un flujo de salida reducido suele ser beneficioso durante el electrohilado, ya que permite que el
disolvente tenga mas tiempo para evaporarse antes de que el chorro alcance el colector. Esta
evaporacion mas eficiente contribuye a la formacion de fibras uniformes y a la disminucion de defectos
o irregularidades superficiales (Yuan et al., 2004). Por el contrario, cuando el flujo de salida aumenta,
una mayor cantidad de solucién es expulsada por unidad de tiempo, lo que dificulta la evaporacion
completa del disolvente durante el trayecto. Esto no solo incrementa el didmetro de las fibras, sino que
también puede derivar en una mayor presencia y tamafo de defectos morfoldgicos (Zong et al., 2002;

Ribeiro et al., 2010). En otras palabras, un flujo excesivo compromete el equilibrio entre la elongacion
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del chorro y la evaporacion del disolvente, factores esenciales para obtener fibras delgadas y

homogéneas.

Ademas, es fundamental mantener un flujo minimo y estable que permita la formacion y conservacion
del cono de Taylor, estructura imprescindible para un proceso continuo y controlado (Teo &
Ramakrishna, 2006). El flujo de salida, por lo tanto, determina la cantidad de solucion disponible para
el electrospinning y esta directamente ligado a la estabilidad del chorro, la uniformidad de las fibras y
la calidad del producto final. Un control adecuado de este pardmetro es crucial para ajustar el
comportamiento reoldgico de la solucion durante el hilado y para asegurar un proceso reproducible y

eficiente.

1.3.8.3. DISTANCIA ENTRE LA PUNTA DE LA AGUJA Y PLATO COLECTOR

La influencia de la distancia entre la punta del capilar y el colector depende en gran medida de las
propiedades fisicoquimicas de la solucion polimérica, por lo que su efecto sobre la morfologia final
de las fibras puede variar. Cuando se trabaja con distancias excesivamente grandes, las fibras
electrohiladas pueden romperse bajo su propio peso, especialmente si presentan didmetros muy
pequefios y, por ende, menor resistencia mecénica (Li et al., 2003). Por otro lado, si la distancia es
demasiado corta, el tiempo de vuelo del chorro resulta insuficiente para permitir la evaporacion
completa del disolvente, lo que favorece la formacion de fibras humedas, aplanadas o con morfologia
tipo cinta. Tanto distancias muy cortas como demasiado largas también se asocian con un incremento

en la aparicion de beads debido al desequilibrio entre estiramiento y evaporacion (Ki et al., 2005).

La mayoria de los autores coincide en que un incremento moderado en la distancia proporciona un
mayor tiempo de vuelo del chorro, lo que favorece un estiramiento adicional antes del depdsito en el
colector y, en muchos casos, conduce a fibras mas delgadas y uniformes (Kang et al., 2010). En este
sentido, la distancia Optima es un parametro critico que debe ajustarse considerando el tipo de
polimero, la viscosidad de la solucidn, la tasa de evaporacion del disolvente y las condiciones
ambientales, con el fin de asegurar un equilibrio adecuado entre estiramiento, solidificacion y calidad

morfoldgica de las fibras.
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1.3.8.4. PARAMETROS AMBIENTALES

Casper et al. evaluaron la influencia de la humedad ambiental en la morfologia de las fibras obtenidas
mediante electrohilado y demostraron que un incremento en la humedad relativa favorece la formacion
de pequefios poros circulares en la superficie de las fibras (Casper et al., 2004). Este fenomeno se
relaciona con la condensacion de agua sobre el chorro o sobre las fibras recién formadas,
especialmente cuando se emplean disolventes altamente volatiles, cuya evaporacion rapida enfria
localmente la superficie y facilita dicha condensacion (Megelski et al., 2002; Bognitzki et al., 2001).
La presencia de poros no siempre es indeseable; de hecho, puede ser beneficiosa en aplicaciones de
ingenieria de tejidos, ya que incrementa la superficie especifica y facilita la transferencia de proteinas,

asi como la migracion celular a través de la matriz (Li et al., 2002).

La humedad ambiental también influye directamente en la velocidad de evaporacion del disolvente.
Con una humedad relativa baja, los disolventes volatiles pueden evaporarse demasiado réapido,
afectando la estabilidad del chorro y favoreciendo la formacion de fibras fragiles. Por el contrario, una
humedad elevada puede retrasar la evaporacion y conducir a fibras humedas, aplanadas o con defectos
morfoldgicos. De manera complementaria, la temperatura desempefia un papel importante al
incrementar la tasa de evaporacion y disminuir la viscosidad de la solucién, lo que modifica el
comportamiento del chorro y el didmetro final de las fibras (Demir et al., 2002). En conjunto, estos
pardmetros ambientales pueden generar una amplia variedad de morfologias y tamafios de fibra, como

se resume en la Tabla 3.

Tabla 3.Constante dieléctrica de algunos disolventes.

Tipo de Parametros involucrados Aplicaciones
fibra
Se atribuye a la formacion de una capa de polimero en
la superficie de la fibra, debido a la desigual
evaporacion del disolvente, la presion atmosférica
Aplanadas tiende a cqlapsar la formz.i redondg de las fibras. P.ue'de Sisterpas biosensores,. debido a la
estar relacionada con el tipo de disolvente y la adicion capacidad de transferir electrones
de sales a la solucion (Kang et al., 2010) (Koski et al., 'y su actividad electroquimica.
2004). Cantidad de sales, Repulsion de Coulomb entre
los jets = fibras con este tipo de forma.
. .. Sistemas biosensores, debido a la
. Se forma en las primeras condiciones a las fibras con . i
Cintas capacidad de transferir electrones

formas aplanadas (Koombhongse et al., 2001) y su actividad electroquimica.
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Ocurre por la deformacion de jet debido al
impacto con el plato colector (Yu et al., 2008) (Kessick
& Tepper, 2004). La concentracion de la solucion

Nano y microsistemas
electromecanicos y
electromagnéticos, componentes

Helicoides promueve este comportamiento. El angulo de Opticos avanzados, sistema de
incidencia del jet influye en la obtencion de este tipo de  liberacion de farmacos
fibras. (Ramakrishna et al., 2005) (Yu et

al., 2008).
.Se relacionan con la apar}cmn‘de pequenos En el caso de la liberacion de
jets en la superficie del primer jet. La inestabilidad entre )
Lo ., . farmacos, este comportamiento
las fuerzas eléctricas y la tension superficial generan .,
. : L . puede promover la acumulacion

Ramificadas inestabilidad del jet de medicamento en aleunas

(Koombhongse et al., 2001) (McKee et al, 2005). . g
regiones de la muestra.
. . . Nano dispositivos electronicos y

Es posible obtener este tipo de fibras por medio de . -

- . . . optoelectronicos, conversion de
electrospinning coaxial (Li & Xia, 2004) (Fu et al., S 7 .

, N energia, liberacion del farmaco,

Huecas 2011) (Diaz et al., 2008) o por procesos quimicos en las . .

fibras electrohiladas (Wang et al., 2012) (Wei et al. proteccion gmb1eptal, SCNSOTes
2011) ’ > entre otros (Li & Xia, 2004).
Los principales parametros asociados con la formacion
de beads en el proceso son la tension superficial y las  Son defectos indeseados dentro
propiedades viscoelasticas de la solucion. Flujo de del proceso de electrospinning
salida, distancia entre el capilar y el plato colector, ya que disminuyen la superficie

Fibras con  voltaje, peso molecular, viscosidad de la solucién, por unidad de area, afectando la

beads pueden promover la formacion de este tipo de defectos homogeneidad de las fibras.
(Fong et al., 1999).
Fibras con Hume;dad relativa y presion de vapor del dlgolvente Ingenieria de tejidos, catalisis,
oros contribuye a .la aparicion de poros en la superficie de las Sensores
P fibras (Bognitzki ef al., 2001). '
1.4. INSULINA GLARGINA

La insulina glargina es un analogo de insulina humana obtenido mediante tecnologia de ADN
recombinante en Escherichia coli. Su estructura presenta dos modificaciones clave: la sustitucion de
asparagina por glicina en la posicion A21 y la adicion de dos residuos de arginina en la posicion B30.
Estos cambios alteran su solubilidad y favorecen la formacion de microprecipitados en el tejido
subcutaneo, lo que da lugar a una liberacion lenta y sostenida. Como resultado, su inicio de accion es

mas lento que el de la insulina NPH (siglas de las palabras en inglés Neutral Protamine Hagedorn)
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humana, pero su perfil es mas estable, sin picos pronunciados, y con una duracion prolongada que
2 b 2
puede alcanzar entre 18 y 24 horas. Ademas, presenta menor variabilidad en la absorcion, lo que

permite imitar de forma mas consistente la secrecion basal fisioldgica de insulina.

Clinicamente, la insulina glargina debe administrarse una vez al dia, idealmente a la misma hora,
aunque puede aplicarse en cualquier momento del dia. En caso de hipoglucemias nocturnas, se
recomienda preferir su aplicacion por la mafiana. La concentracion plasmatica en estado estacionario
se alcanza entre 2 y 4 dias después de iniciar el tratamiento. En situaciones excepcionales, algunos
pacientes con diabetes mellitus tipo 1 pueden requerir dos aplicaciones diarias para asegurar una
cobertura completa de 24 horas. Durante el cambio de NPH administrada dos veces al dia a una dosis
unica de glargina U-100, se aconseja reducir la dosis basal entre 20 % y 30 % durante las primeras
semanas, con el fin de minimizar el riesgo de hipoglucemia nocturna y matutina. Por el contrario,
cuando se cambia una sola dosis de NPH a glargina, la dosis suele mantenerse sin modificaciones

(Mata, 2017).

La resistencia a la insulina (RI) se define como la disminucion de la capacidad de la insulina para
ejercer sus efectos normales sobre las células, particularmente en tejidos clave como el musculo
esquelético, el higado y el tejido adiposo. Esta reduccién en la respuesta celular genera alteraciones
en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, lo que se traduce en una menor captacion
de glucosa, un aumento de la produccion hepatica de glucosa y cambios en la lipolisis y la sintesis
proteica. Como mecanismo compensatorio, el pancreas incrementa la secrecion de insulina, dando
lugar a un estado de hiperinsulinemia que inicialmente mantiene niveles de glucosa casi normales,
pero que a largo plazo contribuye al deterioro metabdlico y al desarrollo de enfermedades como la

diabetes mellitus tipo 2, obesidad y sindrome metabolico.

La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células § del pancreas en respuesta a diversos
estimulos, siendo la glucosa el més importante (Orci, 1985; Itoh & Okamoto, 1980). Su funcioén
principal es mantener la homeostasis glucémica y de otros sustratos energéticos. Después de cada
comida, la insulina suprime la liberacion de 4cidos grasos libres y favorece la sintesis de triglicéridos
en el tejido adiposo. Ademas, inhibe la produccion hepatica de glucosa y promueve su captacion en el

musculo esquelético y en el tejido adiposo (McGarry, 1992).
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Cuando existe resistencia a la insulina (RI), la respuesta celular a esta hormona se encuentra
disminuida, lo que obliga al pancreas a aumentar su secrecion para mantener transitoriamente la
normoglucemia (Galgani & Ravussin, 2012). Este proceso genera un estado de hiperinsulinemia,
caracteristico en individuos con RI, especialmente tras comidas ricas en carbohidratos. La RI puede
ser fisiologica (como en el embarazo, la pubertad o el envejecimiento) o patoldgica, en cuyo caso las
causas pueden ser genéticas, ambientales, inducidas por farmacos o asociadas a diversas
enfermedades. Cuando su origen es genético, suele manifestarse de manera mas severa desde edades

tempranas.

A nivel poblacional, la RI se relaciona estrechamente con la obesidad —particularmente la de
predominio visceral—, el sedentarismo y patrones dietéticos poco saludables. En este contexto, el
tejido adiposo visceral produce mayores cantidades de citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-6, PAI-1,
resistina, angiotensindgeno) y menores niveles de adiponectina, la cual posee efectos
insulinosensibilizantes. Aunque la unién de la insulina a su receptor permanece conservada, la cascada
de sefializacion posreceptor se ve alterada por estos mediadores inflamatorios. Curiosamente, mientras
la via “metabolica” se encuentra comprometida, la via “anabdlica” o mitogénica —dependiente de
MAP quinasa— permanece funcional e incluso puede hiperactivarse (Gallager et al., 2008; Moreno et
al., 2014). En este sentido, el diagndstico del sindrome metabolico (SM) permite identificar a personas
con alto riesgo de enfermedad cardiovascular o diabetes tipo 2; sin embargo, sus criterios dicotdémicos
pueden subestimar o sobreestimar el riesgo individual, ya que las variables involucradas se comportan
de manera continua. Por ejemplo, una glicemia en ayuno elevada aumenta por si sola el riesgo de
diabetes tipo 2 alin sin cumplir otros criterios del SM, mientras que algunos individuos con SM pero
sin alteracion de la glicemia en ayunas pueden presentar un riesgo menor. Ademas, no todos los
pacientes con SM tienen RI; estudios indican que su valor predictivo para identificar RI oscila entre

50 %y 78 % (Kahn et al., 2005).

En condiciones fisiologicas, la secrecion de insulina ocurre segiin dos patrones distintos. El primero
es un patron basal continuo, cuyo objetivo es mantener la homeostasis de la glucosa en ayunas
mediante la supresion de la produccion hepatica de glucosa. Este patron basal representa
aproximadamente el 50 % de la secrecion total diaria de insulina. El segundo patrén corresponde a la
secrecion prandial, que se activa en respuesta a la ingesta de alimentos y reproduce el pico de insulina
necesario para procesar la carga de glucosa posprandial. En terapia, las “insulinas basales” buscan
imitar la secrecion continua fisiologica, mientras que las “insulinas prandiales” estan disefiadas para

replicar la respuesta rdpida que se produce tras las comidas.
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1.4.1. INSULINAS BASALES

Se consideran insulinas basales aquellas formulaciones disefiadas para cubrir los requerimientos
constantes y sostenidos de insulina entre las comidas y durante la noche, con el objetivo de mantener
la produccion hepatica de glucosa bajo control y preservar la normoglucemia en ayunas. En un
escenario ideal, estas insulinas deberian presentar un perfil de accion completamente “plano”, es decir,
una liberacion estable sin picos pronunciados que reduzca al minimo el riesgo de hipoglucemias,
especialmente nocturnas. Sin embargo, en la practica, las distintas insulinas basales difieren de manera
significativa en parametros como inicio de accidn, tiempo hasta el pico maximo, duracion total del
efecto (véase Tabla 4) y, de manera crucial, en la variabilidad en su absorcion entre dosis y entre
individuos. Esta variabilidad determina en gran medida la estabilidad glucémica: formulaciones mas
modernas, como los analogos de accion prolongada y ultralarga, han sido disefiadas precisamente para
disminuir estas fluctuaciones farmacocinéticas y farmacodindmicas, proporcionando una mayor

previsibilidad terapéutica en comparacion con insulinas humanas como la NPH.

Tabla 4. Insulinas comercializadas en Espaiia.

Insulina Tipo de insulina Inicio de accion Pico de accion Duracion

NPH Regular 2 hr 6 hr 12 hr

) Analogo de accioén o
Glargina 2a4hr Sin pico 24 hr
basal

Cristalina Rapida 30 min 3 hr 6 hr

Analogo de accion
Glulisina (Apidra) 10 a 15 min 30 a 60 min 4 hr
ultra rapida

Diabetes Practica 2017;08 (Supl Extr 4):1-24. doi: 10.26322/2013.7923.1505400425.03.

1.42. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL IR DEL ALCOHOL POLIVINILICO
IMPREGNADO CON INSULINA GLARGINA

La insulina glargina (Figura 4) es un analogo de la insulina humana disefiado para ofrecer una duracion

de accién mas prolongada que la insulina regular, con el fin de optimizar el control glucémico en
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pacientes con diabetes. Su nombre deriva de las modificaciones estructurales especificas introducidas
para lograr este perfil farmacoldgico extendido. En términos moleculares, la insulina glargina presenta
dos cambios clave: la sustitucion de la asparagina por glicina en la posicion 21 de la cadena A y la
adicion de dos residuos de arginina en el extremo C-terminal de la cadena B. Estas modificaciones

alteran su solubilidad y favorecen la formacion de hexameros en el sitio de inyeccion, lo que ralentiza

;
X,

su absorcion y genera un efecto basal sostenido.

(

0

CH.

Figura 4. Formula quimica desarrollada de insulina glargina.

La interaccion entre el acetato de polivinilo (PVA), (Figura 5), y la insulina puede afectar el perfil
vibracional del PVA en el espectro de infrarrojo (IR) modificando las frecuencias e intensidades de
las bandas de absorcion en el espectro IR. Por ejemplo, la insulina puede formar enlaces de hidrégeno
con el PVA, lo que puede afectar las vibraciones de los grupos funcionales del PVA: grupos hidroxilo
(-OH) y acetato (-COO-). Las bandas de absorcion del PVA pueden desplazarse hacia frecuencias mas
altas o bajas. La intensidad de las bandas de absorcion del PVA puede aumentar o disminuir. La

interaccion con la insulina puede dar lugar a la aparicion de nuevas bandas de absorcion en el espectro

IR del PVA.

30



i
T °
CH,

Figura 5. Formula quimica desarrollada del acetato de polivinilico (PVA).

1.4.2.1. BANDAS DE ABSORCION DEL PVA EN UN PERFIL IR

El acetato de polivinilo (PVA) tiene un espectro IR caracteristico que refleja su estructura molecular.
A continuacion, se presentan algunas de las bandas de absorcion mas comunes del PVA en un perfil

IR:

- Banda de estiramiento del grupo OH: alrededor de 3400-3500 cm-1, correspondiente al estiramiento

del grupo hidroxilo (-OH).

- Banda de estiramiento del grupo CH: alrededor de 2900-3000 cm-1, correspondiente al estiramiento

del grupo metileno (-CH2-) y metilo (-CH3).

- Banda de estiramiento del grupo C=0: alrededor de 1730-1750 cm-1, correspondiente al estiramiento

del grupo carbonilo (-C=0) del acetato.

- Banda de deformacion del grupo CH: alrededor de 1370-1450 cm-1, correspondiente a la
deformacion del grupo metileno (-CH2-) y metilo (-CH3).

- Banda de estiramiento del grupo C-O: alrededor de 1200-1300 cm-1, correspondiente al estiramiento

del grupo éster (-C-O-).
Otras bandas

- Banda de absorcion del grupo acetato: alrededor de 1020-1050 cm-1, correspondiente al estiramiento

del grupo acetato (-COO-).

- Banda de absorcion del esqueleto polimérico: alrededor de 800-900 cm-1, correspondiente a las

vibraciones del esqueleto polimérico del PVA.
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1.4.2.2. BANDAS DE ABSORCION DE LA INSULINA GLARGINA EN UN PERFIL IR

La insulina glargina es una proteina recombinante que tiene un espectro IR caracteristico que refleja
su estructura molecular. Algunas de las bandas de absorcion IR mas comunes de esta se presentan a

continuacion:

- Banda de estiramiento del grupo NH: alrededor de 3300-3400 cm!, correspondiente al estiramiento

del grupo amida (-NH-) de los enlaces peptidicos.

- Banda de estiramiento del grupo CH: alrededor de 2900-3000 cm’!, correspondiente al estiramiento

de los grupos metileno (-CH2-) y metilo (-CH3) de los aminoécidos.

- Banda de estiramiento del grupo C=0: alrededor de 1650-1680 cm™, correspondiente al estiramiento

del grupo carbonilo (-C=0) de los enlaces peptidicos (banda amida I).

- Banda de deformacion del grupo NH: alrededor de 1550-1580 cm™, correspondiente a la deformacion

del grupo amida (-NH-) de los enlaces peptidicos (banda amida II).

- Banda de absorcién de los grupos laterales: alrededor de 1200-1500 cm™, correspondiente a las

vibraciones de los grupos laterales de los aminoécidos.
Estructura secundaria

- Banda amida I: la posicion y la forma de la banda amida I (1650-1680 cm™) pueden proporcionar
informacion sobre la estructura secundaria de la proteina, como la presencia de hélices alfa, ldminas

beta o giros.
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CAPITULO 2
JUSTIFICACION

La diabetes mellitus constituye un problema de salud publica a nivel mundial debido no solo a su
creciente incidencia, sino también a las graves complicaciones microvasculares y macrovasculares
asociadas a un control glucémico inadecuado. Las enfermedades cronicas no transmisibles, como la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), representan uno de los mayores retos de salud tanto en el mundo como
en México. De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, en 2021 la DM?2 afect6 al 10.5%
de los adultos entre 20 y 79 afios, lo que equivale a unos 536.6 millones de personas, y se estima que
en unos 20 afios este porcentaje aumente a 12.2%. El mismo informe muestra que la prevalencia es
parecida entre hombres y mujeres, aunque se incrementa notablemente en personas de 75 a 79 afios;
ademads, es mas comun en zonas urbanas (12.1%) que en las rurales (8.3%) y en paises con ingresos
altos (11.1%) respecto a los de ingresos bajos (5.5%)(Basto et al., 2022; Salas et al., 2018). En México,
la DM2, junto con el sobrepeso y la obesidad, se ha convertido en uno de los problemas de salud
publica mas serios de los ultimos anos (Global diabetes data report, 2000). Su prevalencia aumentd
del 16.0% en 2018 al 18.3% en 2022 (Basto et al.,2020; World Health Organization, 2011). También
es una de las principales causas de muerte en el pais, con una de las tasas mas altas en comparacion
con otras naciones de Latinoamérica y del mundo. Se calcula que, de todas las defunciones registradas

en 2021, el 13% se debio a esta enfermedad (ley et al., 2014).

Aunque el tratamiento convencional mediante inyecciones subcutdaneas de insulina (Figura 6) ha
demostrado ser eficaz, con frecuencia se asocia a incomodidad, dolor local, riesgo de lipodistrofias y
una adherencia terapéutica limitada. Ademas, la administracion intermitente favorece fluctuaciones
significativas en las concentraciones plasmaticas de insulina, lo que puede incrementar el riesgo de

hipoglucemia y dificultar un control metabolico dptimo.
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Figura 6. Las inyecciones de insulina consisten en extraer insulina de un vial con una jeringa y luego inyectarla
(National  Institutes of Health of Diabetes and digestive and kidney Diseases, 1950-2025)
https://www.niddk.nih.gov/health-information/informacion-de-la-salud/diabetes/informacion-general/insulina-
medicamentos-tratamientos

Ante estas limitaciones, surge la necesidad de desarrollar estrategias terapéuticas innovadoras que
permitan mejorar la precision en la liberacion del fa&rmaco y el confort del paciente. En este sentido,
los sistemas de liberacion controlada, como los parches transdérmicos, representan una alternativa no
invasiva capaz de suministrar firmacos de manera sostenida a través de la piel, evitando el primer
paso hepatico y reduciendo la frecuencia de administracion. Este tipo de sistemas favorece
concentraciones plasmaticas mas estables, disminuyendo la aparicion de picos y valles que suelen
acompanar a las inyecciones convencionales. Dentro de estos desarrollos, el alcohol polivinilico
(PVA) destaca como un polimero altamente biocompatible y con propiedades fisico-mecénicas
adecuadas —como flexibilidad, resistencia y capacidad de formar redes poliméricas estables— que lo
convierten en un material prometedor para el disefio de matrices poliméricas destinadas a la liberacion

prolongada de principios activos.

La técnica de electrohilado permite la obtencion de fibras micro- o nanométricas con una elevada
relacion superficie/volumen, lo cual favorece la difusion gradual y controlada de farmacos
encapsulados. La incorporacion de insulina glargina dentro de una matriz electrohilada de PVA podria
posibilitar la formulacién de un parche transdérmico de liberacion prolongada, capaz de mantener
niveles terapéuticos mas constantes y reducir la dependencia de multiples inyecciones diarias. Esto no
solo mejoraria la eficacia terapéutica, sino también la calidad de vida de los pacientes diabéticos. Por

tanto, este trabajo se sustenta en la necesidad de disefiar y evaluar un sistema de liberacion controlada
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de insulina basado en materiales biocompatibles y en técnicas reproducibles, que constituya una

alternativa viable y potencialmente superior a los métodos tradicionales de administracion.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y evaluar un parche transdérmico de alcohol polivinilico (PVA) con insulina glargina
obtenido mediante la técnica de electrohilado, con el propdsito de lograr un sistema de liberacion

controlada que permita una administracion sostenida del farmaco.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Formular soluciones poliméricas de PVA con insulina glargina en diferentes proporciones
adecuadas para el proceso de electrohilado.

2. Optimizar los pardmetros del proceso (voltaje, flujo, distancia de colecta) para obtener fibras
uniformes y continuas.

3. Caracterizar morfoldégicamente las fibras obtenidas mediante microscopia Optica o electronica
para determinar su estructura superficial y didmetro promedio.

4. Evaluar el perfil de liberacion in vitro de la insulina incorporada en las fibras de PVA bajo
condiciones fisiologicas simuladas.

5. Comparar los perfiles de liberacion obtenidos a distintos voltajes de electrohilado para
identificar las condiciones mas adecuadas de liberacion sostenida.

6. Analizar la estabilidad de la insulina dentro de la matriz polimérica y la viabilidad del sistema

como alternativa transdérmica.

HIPOTESIS

La sintesis de un aposito mediante electrohilado que incorpora insulina glargina en una matriz de
alcohol polivinilico (PVA) permitira obtener un candidato viable para un sistema de liberacion

controlada, capaz de favorecer una difusion sostenida del farmaco.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA

Los materiales claves incluyen PVA, como polimero de base, e insulina glargina como agente
terapéutico. Los métodos comprenden la preparacion de la solucion de PVA e insulina, seguida del

proceso de electrohilado para fabricar los apoésitos.

3.1. ELECTROHILADO DE LOS APOSITOS

3.1.1. CALCULOS PARA OBTENER LA SOLUCION DE PVA

Metodologia para la Preparacion de una Solucion de Alcohol Polivinilico (PVA) al 10% p/v

La preparacion de una solucion de alcohol polivinilico (PVA) al 10% p/v (peso/volumen) se llevé a

cabo mediante los siguientes pasos, asegurando una disolucion eficiente y homogénea del polimero:

1. Calculo de la cantidad de PV A necesaria: Para obtener una solucion al 10% p/v en un

volumen total de 5 mL, se determino la masa de PV A requerida utilizando la formula:

Concentracion = (gr soluto) / (ml soluciéon) x 100%

Despejando la cantidad de PVA:

gr (PVA) =0.500gr = 500mg

2. Preparacion del solvente: Se prepar6 una mezcla de solventes compuesta por 4.75 mL (4750
uL) de agua desionizada y 0.25 mL (250 pL) de etanol. Esta combinacion facilita la
disolucion del PVA y mejora la estabilidad de la solucion final.

3. Disolucion del PVA: EI PVA, con un peso molecular entre 89,000 y 98,000 g/mol y una
pureza superior al 99%, se afiadié gradualmente a la mezcla de solventes mientras se agitaba
constantemente para evitar la formacion de grumos.

4. Aplicacion de calor: La solucion se calent6 a 75°C durante 40 minutos, manteniendo una
agitacion continua. Este proceso asegura la completa disolucion del PVA, resultando en una

solucion homogénea y transparente.

36



Este método garantiza la preparacion de una solucion de PVA al 10% p/v adecuada para diversas

aplicaciones, incluyendo la fabricacion de hidrogeles, peliculas y otros materiales poliméricos.

3.1.2. APOSITO DE PVA 10% CON INSULINA GLARGINA

El siguiente procedimiento describe la preparacion de una soluciéon de PVA al 10% con insulina

glargina, un paso clave para su posterior procedimiento mediante Electrospinning, esta técnica es

utilizada para la fabricacion de fibras ultrafinas con aplicaciones biomédicas, como la liberacion

controlada de farmacos. Para la preparacion, se utiliza agua desionizada y etanol como solventes,

asegurando la correcta disolucion del PVA mediante calentamiento y agitacion. Posteriormente, se

incorpora la insulina Glargina, un analogo de accion prolongada utilizado en tratamientos para la

diabetes, garantizando su adecuada mezcla antes del proceso final.

Primero se tomo un frasquito con tapadera.

Luego se agregaron los 475ml de H>O desionizada con una micropipeta.

Enseguida se agregaron los 0.25ml de EtoH con micropipeta.

Después se encendi6 la placa a una temperatura de 75°C.

Al llegar a dicha temperatura, se coloco el frasquito en la placa por 21 minutos sin dejar de
agitarse.

Una vez que paso el tiempo, se afiadieron los 0.5gr de PVA y se agité durante 40 minutos.
Transcurrido el tiempo, se dejoé enfriar a temperatura ambiente (20°C) por 2 horas.

Después de las 2 horas, se agregd 1ml de insulina Glargina a la solucion, se agit6 sin calor por
20 minutos.

Una vez que paso el tiempo se llevo la solucion al Electrospinning.
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Figura 7. Frasco de 5ml cdn solucion de PVA al 10%, 1ml de insulina Glargina.

3.1.2.1. PRIMER ELECTROHILADO CON INSULINA GLARGINA

El proceso de Electrospinning con insulina Glargina es una técnica clave para la fabricacion de

nanofibras con aplicaciones biomédicas, especialmente en liberacion controlada de farmacos.

e Primero se forr6 de papel aluminio la placa que tiene el Electrospinning, (placa de cobre de 10
x 10 cm) la cual recolecta las nanofibras, la parte brillosa del aluminio queda en la parte de
afuera.

e Después se cargo la jeringa de Sml con la primera solucion de PVA 10%.

e Por consiguiente, se coloco la jeringa en el Electrospinning, la cual tiene una punta cortada de
22G x 30mm y un didmetro interno de la jeringa de 12.36mm.

e [uego se midi6 con una regla para obtener 15cm de distancia de la punta de la aguja ya puesta
a la placa.

e Se ajusto la placa y se elevo para que la punta quedara al centro de la placa.

e Secguidamente se ajustaron los parametros del Electrospinning

Velocidad Volumen Diametro

1.0ml/hr Sml 12.36mm

e Una vez que se ajustaron los pardmetros, se conectaron dos caimanes, uno de color rojo a la
aguja y el otro de color negro a la placa recolectora.

e Posteriormente se le dio un voltaje de 18V.

Solo pasaron 2.5ml lo que fueron dos horas y media.
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3.2. GEOMETRIA Y MEDICION DE LAS PROPIEDADES MECANICAS DE LOS
APOSITOS

El espesor de cada parche fue determinado con un Mitutoyo Digimatic Medidor Absolute 547-500S
(CICATA-IPN, Ciudad de México), tomando mediciones en distintos puntos de cada muestra (4 x

Icm) para garantizar uniformidad.

Las propiedades mecanicas se evaluaron con un texturémetro TA.XT2i Texture Analyser (CICATA),
aplicando pruebas de tension para determinar la resistencia, la elongacion y la flexibilidad del material.
Estos parametros fueron fundamentales para analizar la estabilidad estructural y la viabilidad del

parche como sistema transdérmico.

3.3. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS APOSITOS POR ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA

Para identificar los grupos funcionales y confirmar la incorporacion del farmaco dentro de la matriz
polimérica, se utilizo6 un espectrofotometro de infrarrojo Cary 630 FTIR (CICATA).
De manera complementaria, se realizé un segundo andlisis mediante FTIR D-ATR G8180-68001
4300 HH (BIOQUIM). Para ello, se colocd una gota de insulina sobre el cristal del equipo, la cual se
secO con aire caliente  hasta  obtener la  muestra en  estado  solido.

Se analizaron ocho muestras en total:
e Dos de insulina glarginaa 15V
e Dos de insulina glarginaa 18 V
e DosdePVAsininsulinaa 15V
e DosdePVAsininsulinaa 18 V

Este andlisis permitié observar las bandas caracteristicas del PVA y de la insulina, asi como las

posibles interacciones entre ambos componentes después del proceso de electrohilado.

39



34. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS APOSITOS MEDIANTE
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

La prueba de SEM (Microscopia Electronica de Barrido, SEM por sus siglas en inglés: Scanning
Electron Microscopy) es una técnica utilizada para obtener imagenes detalladas de la superficie de una

muestra a nivel microscopico.

Esta prueba utiliza un haz de electrones en lugar de luz visible para escanear la muestra, lo que permite
obtener imagenes con una resolucion mucho mayor que la de un microscopio o6ptico convencional.
Los electrones interactian con los atomos de la muestra, generando sefiales que se traducen en

informacion sobre su morfologia, composicion y estructura superficial.

En el caso del PVA con insulina glargina, la CEM se emplea para analizar la morfologia y distribucion
de las nanofibras, proporcionando informacion crucial sobre la calidad y estructura del material

desarrollado.

e Se prepararon las muestras, se cortd una muestra del ap6sito con insulina Glargina (primera
muestra) de 0.5 x 0.5mm y otra muestra de 0.5 x 0.5mm sin insulina (cuarta muestra).

e Se colocaron las muestras en unos barrilitos de cobre.

e Por consiguiente, se llevaron al recubrimiento en bafio de oro (ya que el PVA es un polimero
que no es conductor), gracias al sistema recubridor por pulverizacion catodica en frio Denton
Vacuum.

e Una vez listas las muestras se llevaron al microscopio electronico de barrido JEOL JSM-

6390LV, donde se obtuvieron iméagenes de la morfologia de los apdsitos (ver Figura 8)
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Figura 8. Microscopio electronico de barrido donde se analizaron las muestras.

3.5. DETERMINACION DE LA TASA DE LIBERACION DE INSULINA MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA UV/VIS

El perfil de liberacion de la insulina glargina desde las matrices de PVA se determiné utilizando un
espectrofotometro UV/VIS PerkinElmer Lambda 365 (BIOQUIM).
Para este analisis se prepararon cuatro muestras de 1.5 cm2 correspondientes a las formulaciones de
15V y 18V, con insulina y PVA solo, que se colocaron individualmente en 10 mL de agua destilada
estéril. Se tomaron alicuotas de 3 mL en los tiempos de 1, 5, 10, 30, 60 y 120 minutos. La absorbancia
se midi6 a la longitud de onda caracteristica de la insulina glargina, y los resultados se expresaron
como porcentaje de liberacion acumulada a lo largo del tiempo. Este ensayo permitiéo comparar el
comportamiento de liberacion entre las formulaciones de 15V y 18V, observando una tendencia
dependiente del voltaje aplicado y del tiempo de exposicion, lo cual confirm¢ la eficacia del sistema

en la liberacion sostenida del farmaco.

En general y como resumen, en la Tabla 5 se muestra el equipamiento que se utilizo para sintetizar y

caracterizar los apositos de fibras de PVA.
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Tabla 5. Equipo y material necesario para la practica.

Equipo

Electrospinning new era pump systems inc. (CICATA)

Fuente de poder 3PN116C Variable manual. (CICATA)

Placa caliente de agitacion Barnstead Thermolyne

(CICATA)

Agitador magnético. (CICATA)

Multimetro digital 345 STEREN. (CICATA)
Mitutoyo Absolute
(CICATA)

Computadora Crt 15 Alaska. (CICATA)

Texturometro TAXT2i Texture Analyser. (CICATA)

digimaticmedidor

Espectrofotometro de infrarrojo Cary 630 FTIR. (CICATA)
Microscopio electréonico de barrido JEOL JSM-6390LV.

(CICATA)

Pesa analitica Ohaus Adventurer. (CICATA)
PerkinElmer UV/VIS Lambda 365 (BIOQUIM)
G8180-68001 4300 HH FTIR D-ATR (BIOQUIM)
ECOSHEL VERTICAL PRESSURE
STERILIZER MODEL CVQ-B75L. (BIOQUIM)

547-5008S.

STEAM

Material
ALDRICH PVA 89,000 — 98,000 , 99+% hydrolyzed.
(CICATA)
Insulina Glargina Amsa laboratorio 100 Ul/mL.

(CICATA)
Etanol etilico puro 96%. (CICATA)

Aluminio 99%. (CICATA)
Agua desionizada tipo 1. (CICATA)

Barra de agitacion magnética. (CICATA)

Jeringa 22G x 32mm. (CICATA)
Frasco de vidrio. (CICATA)
Cortador. (CICATA)

Regla. (CICATA)

Micropipeta. (CICATA)
Agua destilada esteril (BIOQUIM)

Insulina Glargina Amsa laboratorio 100 Ul/mL.
Frascos de precipitado (BIOQUIM)

Micropipetas. (BIOQUIM)
Jeringa. (BIOQUIM)
Etanol 70% (BIOQUIM)

42



CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ELECTROHILADO

El proceso de electrohilado utilizado para la obtencion de las nanofibras se llevo a cabo empleando
una solucién polimérica de alcohol polivinilico (PVA) combinada con insulina glargina.
Previamente, el PVA fue disuelto en agua destilada mediante calentamiento y agitacion constante
hasta obtener una solucion homogénea. Una vez enfriada, se incorpor6 la insulina glargina bajo
condiciones controladas, asegurando una dispersion uniforme del farmaco dentro de la matriz

polimérica.

La solucion resultante se cargd en una jeringa conectada a una aguja metalica, la cual fue sometida
a un campo eléctrico de alta intensidad. Al aplicar un voltaje, se generd una fuerza electrostatica
suficiente para superar la tension superficial de la solucion, dando lugar a la formacion del cono
de Taylor, caracteristico del inicio del chorro electrohilado. A partir de éste, se expulsé un hilo
fino y continuo que sufri6 estiramiento y evaporacion del solvente durante su trayecto hacia el

colector (Figura 9).

La distancia entre la aguja y el colector se mantuvo fija para garantizar un proceso estable y
permitir la solidificacion adecuada del material durante su vuelo. El flujo de alimentacién se regulo
para evitar la formacion de gotas o interrupciones en el chorro. Las fibras depositadas sobre el
colector formaron un manto aleatorio de nanofibras, caracteristico del electrohilado directo sobre

una superficie plana.
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Figura 9. Proceso de formacion de nanofibras por medio de campo eléctrico.

En la Figura 10 y 11 se observa la etapa final del proceso de electrohilado, donde se aprecia la
formacion completa de las nanofibras de alcohol polivinilico (PVA) con insulina glargina sobre el
colector. En esta fase, el proceso se detuvo una vez alcanzada la cantidad y espesor deseado del
material fibroso, evidencidndose una capa homogénea y continua sobre la superficie de recoleccion.
La obtencion de las fibras bajo condiciones controladas de voltaje, flujo y distancia permitié asegurar
la estabilidad del chorro polimérico y la adecuada deposicion del material, garantizando la calidad

estructural del parche transdérmico para su posterior caracterizacion.
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Figura 10. Finalizacion del proceso de electrohilado.

Figura 11. Almacenamiento de apdsito.
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4.2. GEOMETRIA DE LAS MUESTRAS Y SUS PROPIEDADES MECANICAS

Para evaluar el espesor de la muestra solo del PVA, se realizaron pruebas en 5 tiras con dimensiones
de 4 x Icm (lo ideal para estandarizacion es 5 x 1cm), a cada tira se le tomaron 5 mediciones, dando

un total de 25 mediciones en la prueba de espesor.

Tabla 6. Prueba de espesor/con muestra cuatro.

Tira 1 Tira 2 Tira 3 Tira 4 Tira 5
0.06mm 0.09mm 0.02mm 0.06mm 0.11mm
0.09mm 0.10mm 0.08mm 0.08mm 0.14mm
0.11mm 0.13mm 0.11mm 0.12mm 0.16mm
0.14mm 0.15mm 0.14mm 0.16mm 0.17mm
0.15mm 0.16mm 0.16mm 0.18mm 0.14mm

CALCULO DEL AREA DE LA MUESTRA

La férmula utilizada para calcular el area de la seccion transversal de cada tira es:
Célculo del esfuerzo maximo (fmax)
El esfuerzo maximo se calcula con la formula

f=F/A

e f=Esfuerzo aplicado (MPa)
e F = Fuerza aplicada (N)

e A = Area de la muestra (mm?)
sustituyendo los valores:

f = (N)/(A (mm?) =f=(MPa)

= % 0.1196mm

fmax = 0.1196mm

A=exa
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Donde:

® A = Area de la seccion transversal (mm?)
e ¢ = Espesor promedio de la muestra (mm)

e a= Ancho de la tira (mm)
Sustituyendo los valores:
A =e*a=(0.1196mm) (10mm)
A =1.196mm?
fmax= (MPa)
Esto nos da el esfuerzo aplicado en MPa para la prueba de espesor.

A través de estas pruebas y calculos, se determiné el area de la muestra y el esfuerzo aplicado sobre
ella. Estas mediciones son fundamentales para evaluar las propiedades mecanicas del material,

asegurando la uniformidad y resistencia de las fibras de PVA utilizadas en el estudio.

Figura 12. Tiras de ap6sito de PVA con dimensiones de 4x1cm.
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L e

Figura 13. Prueba de espesor de cada tira.

Figura 14. Almacenamiento de las tiras después de la prueba de espesor.

Después de realizar las mediciones de la muestra con PVA con insulina Glargina, se cortaron 5 tiras
con dimensiones de 4 x lcm, para medir su espesor, cada tira fue analizada con un Mitutoyo
Digimaticmedidor, realizando solo 3 mediciones por tira (ya que con insulina era mas dificil

desprender la muestra) lo que da un total de 15 mediciones.
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Tabla 7. Prueba de espesor/muestra 1 insulina Glargina.

Tira 1 Tira 2 Tira 3 Tira 4 Tira 5
0.11mm 0.14mm 0.13mm 0.13mm 0.10mm
0.11mm 0.13mm 0.11mm 0.11mm 0.09mm
0.10mm 0.07mm 0.05mm 0.07mm 0.05mm

CALCULO DEL AREA DE LA MUESTRA
Célculo del esfuerzo maximo (fmax)
El esfuerzo maximo se calcula con la formula

f=F/A

e f=Esfuerzo aplicado (MPa)
e F = Fuerza aplicada (N)

e A = Area de la muestra (mm?)
sustituyendo los valores:
f=(N)/(A(mm?) =f=(MPa)
f= 11—: = 0.1mm
Jfmax = 0.1mm
A=exa
Donde:

e A = Area de la seccion transversal (mm?)
e ¢ = Espesor promedio de la muestra (mm)

e a= Ancho de la tira (mm)
Sustituyendo los valores:
A =e*a=(0.lmm) (10mm)

A =1 mm?
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max — (MPa)

Figura 15. Tiras del ap6sito de PVA con insulina Glargina con dimensiones de 4x1cm.

e En la parte de la medicion de resistencia con la solucion de PVA sola tuvo mayor elasticidad,
mientras que la solucion de PVA con insulina Glargina se puso mas rigido lo que nos dio menor

elasticidad.

4.2.1. ESFUERZO A LA RUPTURA

Se realizo la prueba de tension, en la cual cada tira se coloco individualmente en el Texture Analyzer
TA.XT2i. Este equipo permite deformar la muestra mediante un movimiento controlado, ya sea en
sentido ascendente o descendente, aplicando compresion o traccion para evaluar sus propiedades
mecanicas, de esta manera se obtuvo la deformacion (%) y el esfuerzo a la ruptura (MPa).
Durante la prueba, el equipo aplicé una fuerza controlada sobre cada tira hasta su punto de ruptura,

registrando valores correspondientes de deformacion y esfuerzo.
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Tabla 8. Se obtiene el esfuerzo a la ruptura de la muestra 4 PVA.

Esfuerzo a la ruptura

Muestra 4 PVA
Primera tira Deformacion: 6.952% Esfuerzo: 3.424Mpa
Segunda tira Deformacion: 4.992% Esfuerzo: 2.745MPa
Tercera tira Deformacion: 3.464% Esfuerzo: 1.08MPa
Cuarta tira Deformacion: 6.806% Esfuerzo: 1.995MPa
Quinta tira Deformacion: 5.004% Esfuerzo: 0.957MPa

27.218

= 5.4436%

Deformacion =

10.201

Esfuerzo = = 2.0402MPa

CALCULO DE LA DEFORMACION PROMEDIO

La deformacion (%) indica cuando se estird la muestra en relacion con su longitud original antes de

romperse. Se calcula como el promedio de las deformaciones individuales de las cinco tiras

XDeformaciones

Deformacion promedio =
n

Donde:

e XYDeformaciones = 6.952% + 4.992 + 3.464 + 6.806 + 5.044 =27.218
e 1 = Numero de tiras (5)
Sustituyendo los valores:

27.218

= 5.4436%

Deformacion promedio =

CALCULO DEL ESFUERZO PROMEDIO

El esfuerzo a la ruptura (MPa) mide la resistencia del material a la tension antes de romperse. Se

calcula como el promedio de los esfuerzos de las cinco tiras:

. Y2Esfuerzo
Esfuerzo promedio = ZEsfuerzo

Donde:

o XEsfuerzos =3.424 +2.745+ 1.08 + 1.995 + 0.957 = 10.201MPa
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e n=>5

Sustituyendo los valores:

10.201

Esfuerzo promedio = = 2.0402MPa

Los célculos realizados muestran que la muestra de PVA presentd un esfuerzo a la ruptura promedio
de 2.04MPa y una deformacion promedio del 5.44% antes de romperse. Estos valores permiten evaluar
la resistencia y la elasticidad del material, proporcionando la informacidon clave sobre su

comportamiento mecanico en aplicaciones potenciales.

4.2.2. ESFUERZO MECANICO EN LA MUESTRA DE PVA

Las graficas obtenidas en Origin representan el comportamiento mecénico de la muestra 4 de PVA
durante la prueba de tension, estas curvas muestran la relacion entre el esfuerzo (MPa) y la
deformacion (%), permitiendo visualizar como responde el material ante una fuerza aplicada hasta su

punto de ruptura.
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Figura 16. Diagrama de esfuerzo de deformacion del PV.
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Figura 17. Diagrama de esfuerzo deformaciéon PVA.

—— Esfuerzo

Wﬂ’»‘WMW WWM‘l

ot
o

Esfuerzo (MPa)
(=]
P>

=
i

2 3
Deformacion (%)

Figura 18. Diagrama de esfuerzo deformacion del PVA.
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Figura 19. Diagrama de esfuerzo de deformacion del PVA.
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Figura 20. Diagrama de esfuerzo de deformacion del PVA.
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Figura 21. Diagrama de esfuerzo deformacion del PVA, comparacion.

En las graficas (figuras 16-21) se pueden identificar distintas regiones:

e Zona elastica: Corresponde a la fase inicial donde el material se deforma de manera reversible.

e Zona plastica: A medida que el esfuerzo aumenta, el material experimenta una deformacion
permanente.

e Punto de ruptura: Es el momento en el que la muestra alcanza su limite de resistencia y se

rompe.

A partir de los datos graficados, se puede observar que la muestra 4 de PVA presenta un
comportamiento viscoelastico, con una resistencia media al esfuerzo de 2.04 MPa y una deformacion
promedio de 5.44% antes de la ruptura. Estas graficas permiten comparar la resistencia del material

con otras formulaciones y evaluar su potencial uso en aplicaciones biomédicas o estructurales.

Se llevo a cabo la prueba de tensidon en cuatro muestras de PVA con insulina Glargina, colocando cada
tira de forma individual en el Texture Analyzer TA.XT2i. Este equipo permite aplicar una fuerza
controlada que deforma la muestra mediante un desplazamiento preciso, ya sea en direccion
ascendente o descendente, sometiéndose a compresion o traccion para analizar sus propiedades

mecanicas. Durante la prueba, cada tira fue sometida a tension hasta alcanzar su punto de ruptura,
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registrando los valores de deformacion (%) y esfuerzo a la ruptura (MPa), estos datos permiten evaluar

la resistencia del material y su comportamiento mecanico bajo estrés.

Tabla 9. Se obtiene el esfuerzo a la ruptura de la muestra PVA con insulina Glargina.

Esfuerzo a la ruptura

Muestra 1 PVA/ Insulina Glargina

Primera tira Deformacion: 5.502% Esfuerzo: 1.303Mpa
Segunda tira Deformacion: 2.028% Esfuerzo: 0.295MPa
Tercera tira Deformacion: 3.024% Esfuerzo: 0.318MPa
Cuarta tira Deformacion: 5.218% Esfuerzo: 1.02MPa
., 15.772
Deformacion = = 3.943%

Esfuerzo = % — 0.734MPa

CALCULO DE LA DEFORMACION PROMEDIO

La deformacion (%) indica cuando se estird la muestra en relacion con su longitud original antes de

romperse. Se calcula como el promedio de las deformaciones individuales de las cinco tiras

XDeformaciones

Deformacion promedio =
n

Donde:

o XDeformaciones = 5.502 +2.028 +3.024 +5.218 = 15.772

e 1 = Numero de tiras (4)

Sustituyendo los valores:

15.772

Deformacion promedio = = 3.943%

CALCULO DEL ESFUERZO PROMEDIO

El esfuerzo a la ruptura (MPa) mide la resistencia del material a la tension antes de romperse. Se

calcula como el promedio de los esfuerzos de las cinco tiras:

. YEsfuerzo
Esfuerzo promedio = ————

Donde:
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o Xesfuerzos=1.303 +0.295+0.318 + 1.02 =2.936MPa

e n=4

Sustituyendo los valores:
Esfuerzo promedio = % = 0.734MPa

Los célculos realizados muestran que la muestra de PVA con insulina Glargina presentd un esfuerzo
a la ruptura de 0.743MPa y una deformaciéon promedio de 3.94% antes de romperse. Estos valores
sugieren que la adiciéon de insulina Glargina influye en las propiedades mecanicas del material,
disminuyendo su resistencia a la traccion en comparacion con la muestra de PVA puro. Esta
informacion es clave para evaluar su viabilidad en aplicaciones biomédicas, especialmente en la

fabricacion de nanofibras y sistemas de liberacion controlada de farmacos.

A partir de los datos obtenidos en la prueba de tension, se generaron las graficas correspondientes en
Origin, permitiendo visualizar el comportamiento mecénico de las muestras de PVA con insulina

glargina bajo tension.
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Figura 22. Diagrama de esfuerzo deformacion del PVA con insulina Glargina.
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Figura 23. Diagrama de esfuerzo deformacion del PVA con insulina Glargina.
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Figura 24. Diagrama de esfuerzo deformacion del PVA con insulina Glargina.
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Figura 25. Diagrama de esfuerzo deformacion del PVA con insulina Glargina.
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Figura 26. Diagrama de esfuerzo deformacion del PVA con insulina Glargina, comparacion.

Las graficas muestran la relacion entre el esfuerzo (MPa) y la deformacion (%), evidenciando las
variaciones en la resistencia de las diferentes tiras analizadas, se observa que el material presenta un
comportamiento mecanico heterogéneo, con diferencias en los valores de esfuerzo a la ruptura y

deformacion.
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Figura 27. Valores establecidos para la prueba de tension.

Durante el proceso de electrohilado, se ajustaron los pardmetros operativos para mejorar el
rendimiento y optimizar la calidad de las nanofibras. Debido a las limitaciones de tiempo, se
modificaban los parametros mientras se estaba electrohilando la solucion hasta lograr un

electrohilado continuo y estable, minimizando el goteo y ajustando el grosor del chorro.

La placa colectora se desplazaba cada 15 minutos con el fin de asegurar una dispersion homogénea
del material electrohilado. Sin embargo, la imposibilidad de controlar la temperatura y la humedad
representd una limitacion importante, ya que ambas variables influyen de manera directa en la
estabilidad del chorro y en la morfologia final de las nanofibras. En condiciones de alta humedad,
se observd un incremento notable del goteo, lo que habria requerido ajustes en los parametros
operativos para minimizar este efecto. Asimismo, la aplicacién de un voltaje excesivo favorecia la
formacion de nanofibras més gruesas, la distorsion del chorro y la aparicion de defectos como
beads. La distancia entre la boquilla y el plato colector también desempefio un papel critico: valores
demasiado altos o demasiado bajos propiciaban defectos estructurales, ya fuera por un tiempo
insuficiente de evaporacion del solvente —lo que ocasionaba la llegada de fibras humedas al
colector— o por un estiramiento inadecuado del chorro. Ademas, bajo condiciones de humedad

elevada, se registré la formacion de poros en la superficie de las nanofibras.
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Por otro lado, en las pruebas mecanicas realizadas a los parches de PVA se evidencié un
comportamiento distinto dependiendo de la presencia de insulina. Las tiras compuestas unicamente
por PVA mostraron una mayor elasticidad y resistencia al estiramiento. En contraste, al incorporar
insulina glargina, el material se volvido mas rigido y propenso a la ruptura, lo que sugiere una
modificacion significativa de las propiedades mecanicas del polimero. Este cambio podria
atribuirse a interacciones moleculares entre el PVA y la insulina, capaces de alterar la estructura

interna de la matriz polimérica y, en consecuencia, su flexibilidad y capacidad de deformacion.

4.3. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS APOSITOS POR ESPECTROSCOPIA
INFRARROJA

La técnica de FTIR (Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier, Figura 28) emplea
luz infrarroja para analizar muestras, permitiendo identificar sus propiedades quimicas. En este
estudio, se analizO una muestra de insulina pura, PVA de la muestra sin insulina y otra
correspondiente al aposito con insulina Glargina, con el objetivo de comparar sus espectros y

detectar posibles interacciones o cambios estructurales en los compuestos mediante unas graficas.

S N

Figura 28. Pfueba de FTIR en las muestras
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En la Figura 27 se muestran los espectros obtenidos mediante espectroscopia infrarroja (FTIR) para
las muestras de PV A, insulina glargina y la combinacién PV A—insulina, con el propésito de identificar
los grupos funcionales presentes y confirmar la interaccion entre ambos componentes después del

proceso de electrohilado.

El espectro correspondiente al PVA puro presenta bandas caracteristicas alrededor de 3300-3400
cm™!, asociadas al estiramiento vibracional del grupo hidroxilo (~OH), las cuales son tipicas de su
estructura polimérica rica en enlaces de hidrogeno. Asimismo, se observa una banda cercana a 2900
cm™! atribuida a las vibraciones de estiramiento C—H, y sefiales en la regiéon de 1080-1140 cm™,

relacionadas con los enlaces C—O de los grupos alcoholicos del polimero.

En el espectro de la insulina glargina pura, se identifican picos caracteristicos de las proteinas,
especialmente una banda intensa alrededor de 1650 cm™, correspondiente al estiramiento C=0 del
enlace peptidico (banda amida I), y otra en 1530—1550 cm™ asociada a las vibraciones N-H y C-N
(banda amida II). Ademas, la presencia de una banda ancha cerca de 3300 cm™ se relaciona con los

grupos N—H y O—H de la estructura proteica.

Por su parte, el espectro del complejo PV A—insulina muestra una combinacion de las sefiales de ambos
componentes, aunque con ligeros desplazamientos e intensidades modificadas, lo que sugiere
interacciones intermoleculares entre el PVA y la insulina glargina. Se observa una disminucion en la
intensidad de la banda de —OH (~3300 cm™) y un leve desplazamiento hacia menores nimeros de
onda, indicando la formacion de enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilo del PVA y los grupos
amida de la insulina. Asimismo, las bandas correspondientes a las regiones amida I y amida II se
mantienen presentes, aunque menos definidas, lo que confirma la preservacion parcial de la estructura

secundaria de la insulina tras el proceso de electrohilado.

En conjunto, estos resultados confirman la incorporacion efectiva de la insulina glargina dentro de la
matriz polimérica de PVA, sin evidencia de degradacién significativa del farmaco. Los
desplazamientos observados en las bandas principales respaldan la existencia de interacciones fisico-
quimicas, principalmente por puentes de hidrégeno, entre ambos componentes, lo que favorece la
estabilidad y la compatibilidad del sistema para su aplicacion como parche transdérmico de liberacion

controlada.
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En la figura 30 se observa el perfil de IR de PVA con presencia de insulina glargina.
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Figura 29. Perfil IR del acetato de polivinilico (PVA).
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Figura 30. Perfil IR de la insulina Glargina
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Figura 31. Perfil IR del acetato de polivinilico (PVA) impregnada con insulina Glargina.

En la Figura 32 se observa la comparacion entre los tres graficos.

Tiempo

Tiempo
3

Tiempo

1000 1125 1250 1375 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Amplitud

Insulina Ghrglnl
I

1000 1125 1250 1375 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Amplitud

PVA - Insulina

| 1 |

1000 1126 1250 1375 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Amplitud

4500

Figura 32. Comparacion de los tres perfiles IR de acetato de polivinilo (PVA), arriba PVA, insulina Glargina en medio y
PVA impregnado con insulina abajo.
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4.4. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS FIBRAS DE LOS APOSITOS
MEDIANTE MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE BARRIDO

.
Figura 33. El barrilito con el numero I es la cuarta muestra la que no contiene insulina, mientras que el barrilito con el
numero II es la muestra que contiene insulina.

Figura 34. Recubrimiento en bafio de oro puesto que el PVA es un polimero que no es conductor.

El analisis de la morfologia de las nanofibras se realizdO mediante imagenes obtenidas con un
microscopio electronico de barrido (SEM). Estas imagenes permitieron observar la disposicion y
estructura superficial de las fibras. Para cuantificar el didmetro de las nanofibras, se utilizo el software
Origin, realizando mediciones precisas que facilitaron la elaboracion de histogramas de distribucion

de diametros.

Los resultados de la imagen mostraron que las fibras (Figura 35), presentaban una morfologia
homogénea, en la parte superior aparece la barra de escala de 10pum, al observar el grosor relativo de

las fibras respecto a esa escala la mayoria de las fibras tuvieron diametro que parece estar muy debajo
65



de 1 um, muchas lucen alrededor de 200-400 nm, y algunas poco mas gruesas, posiblemente 500-700
nm, lo cual no se ven fibras en el rango micrométrico (>1um), y sin defectos evidentes, como perlas
o irregularidades. La distribucion de didmetros fue estrecha, indicando una produccién consistente de
fibras con dimensiones uniformes. Estas caracteristicas son indicativas de un proceso de fabricacion
controlado y reproducible, lo cual es esencial para aplicaciones que requieren materiales con

propiedades mecanicas y estructurales especificas.

La combinacion de técnicas de microscopia electronica y andlisis estadistico mediante Origin
proporcion6 una comprension detallada de la morfologia de las nanofibras, ya que normalmente se
consideran nanofibras aquellas con didmetro <lum, y las fibras claramente entran en ese rango
permitiendo correlacionar las condiciones de fabricacion con las propiedades fisicas de las fibras

obtenidas.

5 165790 0367
115591 2201
114785 9717
110399 12875 |

118668 -10.869
62 165158 -2987

Figura 35. Mediciones del diametro de las nanofibras, Imagen de alta resolucion de la superficie del apdsito del PVA.

4.5. TASA DE LIBERACION DE INSULINA MEDIDA POR ESPECTROFOTOMETRIA
UV/VIS

Durante el analisis espectrofotométrico con el equipo UV-VIS, se obtuvieron las graficas de
absorbancia correspondientes a cada muestra. Estas graficas fueron procesadas en el software
MATLAB, donde se identifico la longitud de onda en la que se present6 la absorbancia méxima, es

decir, el punto de mayor respuesta del analito ante la radiacion incidente (Figura 36).
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Espectros UV-VIS de Insulina Glargina
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Figura 36. Concentracion vs absorbancia, comparacion de graficas que se obtuvieron por medio del software Matlab
R2024a.

Posteriormente, se registré el valor de la absorbancia en la longitud de onda seleccionada para cada
una de las muestras, lo que permitio elaborar una tabla con los datos de concentracion y absorbancia
correspondientes (Tabla 10). Con esta informacion, se realizd una grafica de concentracion vs.

absorbancia (Figura 36), observandose una relacion lineal entre ambas variables.

Tabla 10. Se muestra la concentracion vs absorbancia.

Esfuerzo a la ruptura

Muestra Amax c(mol/L) c(mg/mL)
5uL 0.2778 4.63x10°3 0.28
10 uL 0.7834 1.31x10* 0.8
15 ul 0.8305 1.38x10* 0.84
20 uL 0.8406 1.40x10* 0.85
25 uL 1.0855 1.81x10* 1.1
30 uL 1.2868 2.14x104 1.3

A partir de dicha gréfica se trazo una linea de tendencia, de la cual se obtuvo la ecuacion que describe
la relacion entre la concentracion y la absorbancia. Esta ecuacidon es fundamental, ya que permite

determinar la concentracién de muestras desconocidas mediante interpolacion, de acuerdo con la Ley
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de Beer-Lambert, que establece que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion

del analito.

UV-VIS de Insulina Glargina (Comparativa)
T

Absorbancia (A.U.)

| | | L L L L

0

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm})

Figura 37. Comparativa.
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Figura 38. Linea de tendencia y ecuacion.
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Para la tasa de liberacion se utilizo el espectrofotometro UV-VIS. Se trabajo con cuatro muestras,
de las cuales se recortaron fragmentos cuadrados de aproximadamente 1.5cm?. De cada muestra

se utilizé tinicamente un cuadro para realizar las mediciones.

En cada ensayo se colocaron 10 mL de agua destilada estéril en un vaso de precipitados, donde se
introdujo uno de los cuadros correspondientes a la primera muestra. Posteriormente, el
procedimiento se repitid para las demds muestras, utilizando siempre 10 mL de agua destilada

estéril y un cuadro distinto en cada caso, hasta completar las cuatro muestras.

Durante el experimento se tomaron alicuotas de 3 mL de cada solucion en distintos intervalos de
tiempo, con el fin de monitorear los cambios de absorbancia. Las mediciones se realizaron a los 1,
5, 10, 30, 60 y 120 minutos, respectivamente, para observar la evoluciéon del comportamiento
espectral de cada muestra a lo largo del tiempo (Figura 39-45) muestra que el color azul es el

aposito de insulina 15 volt y el color naranja de 18 volt.

240 260 280 300 20 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
Wavelength (nm

Figura 39. Comparacion de los apositos en el minuto 1.

En la Figura 39 se presenta el espectro obtenido al minuto 5, correspondiente a la muestra de insulina
liberada, donde se observa un pico de absorbancia inicial elevado que tiende a disminuir conforme

avanza la longitud de onda. Este comportamiento es consistente con una liberacion inicial répida,
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atribuida a la fraccion de insulina presente en la superficie del parche o débilmente unida a la matriz
polimérica. Las figuras subsecuentes muestran la evolucion de esta respuesta en los diferentes tiempos
de muestreo, evidenciando la tendencia de liberacion progresiva y controlada del fdrmaco a lo largo

del tiempo, caracteristica deseable en sistemas transdérmicos de liberacion sostenida.

Figura 40. Comparacion de los apdsitos en el minuto 5.

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

440 60
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Figura 41. Comparacion de los apositos en el minuto 10.
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Figura 42. Comparacion de los apositos en el minuto 15.
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La comparacion visual entre ambos apodsitos de PVA puede observarse en la imagen
correspondiente, donde el color azul representa el apdsito elaborado a 15 voltios y el color naranja

corresponde al de 18 voltios, evidenciando las diferencias en su comportamiento de liberacion.

La similitud visual entre las curvas de 115 e I18 se debe a que ambas contienen insulina en
concentraciones comparables al momento de la lectura, aunque la forma de liberar haya sido

diferente.

Parece que los resultados UV-Vis contradicen tus curvas de liberacion (115 e I18) porque:

En UV-Vis, una mayor absorbancia indica mayor concentracion de insulina presente en el medio.
Si ambas curvas UV-Vis (I15 e 118) tienen valores similares de absorbancia, podria interpretarse
que la concentracion final en la solucion es parecida, aunque la cinética (la velocidad con la que

se alcanz6 ese punto) haya sido distinta.

Es decir:

-115 (15 V) libera lentamente, pero al final puede llegar a una concentracion parecida a la de I18.

-118 (18 V) libera todo rapidamente, por lo que, al momento de la lectura UV-Vis, ya no hay mucha

diferencia.

Por eso las curvas UV-Vis se ven planas o casi idénticas, y no reflejan la cinética, sino el resultado

final de concentracion disuelta.

La insulina glargina presenta una absorcion caracteristica en la zona UV cercana (=210-280 nm)
debido a sus enlaces peptidicos y residuos aromaticos (principalmente tirosina y fenilalanina).

Por eso: Se observa un pico entre 210-230 nm (méaximo de absorcion tipico de proteinas). A partir
de ~250 nm, la absorbancia disminuye bruscamente y luego se mantiene casi constante. Esto no
significa que la liberacion sea constante o inversa, sino que el patron espectral de la insulina es el

mismo, independientemente del voltaje (15 V o 18 V), siempre que la concentracioén en la muestra



esté dentro del mismo rango.

200 220 240 260 280 300 320 340 380 380 400 420 480 500 s20 540 560 580 600 620 640 660 680 700

440 460
Wavelength [am]

Figura 43. Comparacion de los apdsitos en el minuto 30.

260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 s80 600 820 640 80 680 700
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Figura 44. Comparacion de los apdsitos en el minuto 60.

En términos generales, el comportamiento de las muestras muestra diferencias claras entre ambas
formulaciones. La insulina correspondiente a 15 voltios (I15) presenta una tendencia ascendente

en su curva de liberacion, evidenciando un incremento gradual hasta alcanzar aproximadamente el
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60 % a los 30 minutos, lo que sugiere un proceso de liberacion progresiva y controlada. En
contraste, la insulina de 18 voltios (I18) mantiene desde el primer minuto una liberacion constante
cercana al 100 %, sin mostrar variaciones significativas a lo largo del tiempo. Este comportamiento
indica que I15 actia como un sistema de liberacion sostenida, en el que la difusion del farmaco
ocurre de manera paulatina desde la matriz o el aposito, mientras que 118 responde a un perfil de
liberacion inmediata, liberando casi toda la insulina en los primeros instantes de contacto con el

medio.

240 260 280 300 320 34 360 3s0 400 a20 18 s00 520 sa0

440 450
Wavelength [nm]

Figura 45. Comparacion de los apdsitos en el minuto 120.

Curva de liberacion de insulina 15 (I15, como se muestra en los archivos) con la misma
metodologia (andlisis relativo). Se extrajo la sefial caracteristica (maximo o area del espectro),

donde se normaliz6 para obtener la liberacion (Figura 46).
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Figura 46. Liberacion relativa de insulina del aposito electrohilado a 15 voltios.

Se graficaron los resultados de 118 y ya comparados con los de 115 en una sola curva se mostrd

como varia la liberacion entre ambas formulaciones (Figura 46).
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Figura 47. Liberacion relativa de insulina del aposito electrohilado a 18 voltios.

El analisis comparativo entre las curvas de Insulina 15 (I15) e Insulina 18 (I18) muestra

diferencias claras en la liberacion del farmaco a lo largo del tiempo.

Desde un punto de vista fisico-quimico, el comportamiento observado en 115 podria deberse a
una mayor interaccion entre la insulina y el material polimérico del apdsito, posiblemente por
fendmenos de adsorcion, encapsulacion o una estructura interna mas compacta que limita la

salida del farmaco. En cambio, la formulacion 118 parece presentar una matriz mas porosa o
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de caracter hidrofilico, lo que facilita una rapida difusion del contenido hacia el medio externo.
En consecuencia, la insulina 18 libera una mayor cantidad en menor tiempo, alcanzando
practicamente la totalidad de la liberacion en los primeros minutos, mientras que la insulina 15

muestra una liberacion mas lenta y gradual, caracteristica deseable cuando se busca un efecto

prolongado.
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Figura 48. Analisis comparativo entre las curvas de insulina de 15v y 18v.

Comparacion entre el apodsito de PVA 15v y 18v. A continuacion, la imagen correspondiente

muestra que el color azul es el apdsito de PVA 15v y el de color naranja es de 18v.
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Figura 52. Comparacion de los apositos en el minuto 30.
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Figura 53. Comparacion de los apdsitos en el minuto 60.
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Figura 54. Comparacion de los apdsitos en el minuto 120.

En los espectros de absorbancia obtenidos a 1, 5,10...120 minutos, se observa que la muestra
PVAI1S presenta una absorbancia inicial mayor que PVA15, especialmente en la region UV. Esta
diferencia es mas notable en los primeros minutos de exposicion, lo que sugiere una mayor
cantidad de grupos funcionales absorbentes o una mayor concentracién optica en PVA18. Sin
embargo, con el aumento del tiempo de exposicion, ambas muestras muestran una disminucion

progresiva en la absorbancia, indicando posibles procesos de degradacién o cambios estructurales

79



inducidos por la luz. A los 10 minutos, las curvas de absorbancia de PVA15 y PVAI18 se vuelven
muy similares, e incluso en algunas zonas PVA1S5 supera ligeramente a PVA18, lo que evidencia
que la diferencia inicial entre ambas muestras tiende a desaparecer con el tiempo. Este
comportamiento indica que, aunque PVA18 comienza con mayor absorbancia, es menos estable
frente a la exposicion prolongada, mientras que PVAI1S5 mantiene una respuesta mas constante,

convergiendo finalmente en un comportamiento optico similar al de PVA18.
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CONCLUSIONES

El proceso de electrohilado permitié obtener nanofibras continuas y uniformes, mostrando
que las condiciones seleccionadas (voltaje, flujo y distancia) fueron adecuadas para la
formacion del apdsito.

Las formulaciones con PVA e insulina glargina lograron integrar el farmaco dentro de la
matriz polimérica, manteniendo su estabilidad a lo largo del proceso.

Las micrografias SEM evidenciaron que el didmetro de las fibras varia entre formulaciones,
lo que confirma que la concentracion de insulina y los pardmetros de electrohilado influyen
directamente en la morfologia final.

Los analisis FTIR mostraron los picos caracteristicos tanto del PVA como de la insulina,
indicando compatibilidad quimica sin formacién de enlaces no deseados, lo que respalda
la estabilidad del aposito.

Los estudios de liberacion mediante UV-Vis mostraron que la formulacion a 15 V (I15)
presentd una liberacion mas progresiva y controlada, alcanzando aproximadamente 60 %
en 30 minutos.

Las comparaciones entre picos de absorbancia de las diferentes soluciones de PVA
evidenciaron que no existe una variacion significativa, lo que confirma la estabilidad del
polimero y su reproducibilidad.

En conjunto, los resultados obtenidos confirman que el apoésito sintetizado mediante
electrohilado es un sistema prometedor para la liberacion controlada de insulina glargina,
cumpliendo con los requisitos estructurales, quimicos y funcionales esperados en esta etapa

de investigacion.
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