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RESUMEN

Alo largo de los afios, las algas marinas han sido de interés biomédico gracias a su gran
variedad de propiedades, las cuales principalmente poseen propiedades antibacterianas.
En este estudio, se examina la viabilidad de utilizar fibras electrohiladas de las algas
marinas Colpomenia sinuosa y Egregia menziesii, para ser utilizadas como sistemas
antibacterianos para Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona
aeruginosa. Las fibras fueron caracterizadas a través de analisis termogravimétrico y
calorimetria diferencial de barrido, con el fin de evaluar su comportamiento térmico. Las
fibras fueron observadas a través del microscopio de fluorescencia, para observar su
capacidad fluorescente y morfologia y, finalmente, las fibras fueron expuestas a dichas
bacterias por 24 y 48 hrs. Como resultado, se pueden observar fibras homogéneas
fluorescentes, dichas fibras presentaron actividad bacteriana en las tres cepas evaluadas
y poseen una estabilidad térmica correspondiente a la literatura. Los resultados de este
estudio son la base para la fabricacion de apdsitos cutaneos para el tratamiento de

heridas de piel y guemaduras.

Palabras clave: Actividad antibacteriana; Colpomenia sinuosa; Egregia menziesii;

Electrohilado; Fibras fluorescentes.



l. INTRODUCCION

Desde la antigiiedad el hombre ha utilizado los productos de origen marino como
alternativas terapéuticas para el tratamiento de numerosas patologias (Piggott, et al.,
2005). El ambiente marino contiene especies y animales que han desarrollado distintas
habilidades y capacidades adaptativas debido al estrés ambiental al que estan sometidos
constantemente (El Gamal, 2010). Por lo que los organismos marinos han formado parte

de investigaciones para el desarrollo de agentes farmacéuticos alternativos.

En esta continua busqueda, las algas marinas y su biodiversidad han constituido
una fuente inagotable de exploracion, convirtiéndolas en uno de los recursos potenciales
de dichos compuestos farmacéuticos. En literatura cientifica, se encuentra que tanto las
macroalgas, como las microalgas marinas son fuente de sustancias con estructuras
novedosas y diferentes actividades biologicas (Menendez, et al., 2010). Uno de los
objetivos de la explotacion de las algas marinas es diversificar su aplicacion
seleccionando diversos compuestos bioactivos, que permanecen inexplorados en las
areas nutraceutica y farmacéutica. El interés en utilizar algas como recurso natural ha
aumentado recientemente debido a sus muchos ingredientes activos, particularmente
aquellos que pueden usarse con fines médicos. Los polimeros de los carbohidratos de
las algas marinas se han explotado recientemente para diversas aplicaciones y los
polisacaridos de algas, han surgido como fuentes ricas e importantes de compuestos
naturales bioactivos con una amplia gama de actividades filologicas y biolégicas
incluyendo inmunomodulacién, antiinflamacién, antioxidantes, anticoagulante vy
antitumoral (Wang, et al.,2014).

En el presente trabajo se enfatiza dos tipos de algas, las cuales han sido
estudiadas con la finalidad de proporcionar apésitos cutaneos para el tratamiento de
heridas en la piel y asi como también quemaduras. Dichas algas poseen propiedades y

distintas aplicaciones que han sido investigadas con el paso del tiempo.



Colpomenia sinuosa es un tipo de macroalga, utilizada generalmente para el
tratamiento de inflamaciones ocasionados por golpes. Posee propiedades como
antibacterianas, antioxidante, citotdxica, antibioincrustante e inhibitoria de los
mecanismos de resistencia bacteriana a los antibiéticos. Crecen en escasa profundidad,
son faciles de colectar y no son toxicas; ademas en muchas ocasiones se encuentran
varadas en abundancia lo cual puede llegar a constituir una forma de contaminacion

ambiental de caracter organico (Dad, et al., 2014).

Egregia menziesii es una especie de alga parda, funge como protector de los
ecosistemas costeros; ya que debido a su longitud y grandes poblaciones se asemeja a
un rompeolas natural, frenando asi la fuerza con que llegan las olas, por ello existe un
gran interés para su estudio en el area biomecanica (Colin, 2017). También se ha
encontrado que dicho extracto de este tipo de alga es un excelente candidato para la
busqueda de compuestos con actividad anti- hiperglicémiante (Gutiérrez, 2018). Cabe
mencionar que este tipo de alga también ha sido estudiada para comprobar su actividad
anticancerigena y antibacteriana lo cual es un hallazgo interesante para la ecologia y

bioactivo en compuestos quimicos (Villarreal et al., 2010).

La creacion de nanofibras fue desarrollada con la técnica de electrohilado. La
cual tiene como objeto crear fibras en escala micro y nanométrica para una gran variedad
de aplicaciones biomédicas, esta técnica aporta a los elementos desarrollados diversas
caracteristicas como: amplia superficie por unidad de &rea, porosidad y una serie de

propiedades mecanicas (Velasco Barraza, 2016).

La técnica de electrohilado ha sido utilizada como un método eficiente y accesible
para la fabricacion de nanofibras con una gran variedad de aplicaciones como lo son los
campos de la farmacéutica y medicina, con mas razon en la regeneracion de tejidos.
Tales aplicaciones podrian ser: aposito para heridas, filtracion, sistema de administracion
de farmacos o andamios de ingenieria de tejidos (Villarreal, et al., 2016; Sajeev, et al.,
2008)



Regularmente los polimeros utilizados en la técnica de electrohilado suelen ser
biodegradables y biolégicamente compatibles, con la finalidad de no ocasionar algun
dafio cuando se encuentran en contacto con un medio fisiol6gico. En este proyecto se
utilizé PCL (poli-caprolactona), el cual es un polimero sintético, semicristalino, con
buenas propiedades mecanicas, facil de procesar, compatible tanto con tejidos duros
como blandos y aceptado por la FDA. Utilizado en la técnica de electrohilado para
aplicaciones meédicas, debido al gran interés que existe por su no toxicidad,
compatibilidad con otros biopolimeros, la adhesion celular y la proliferacion. Las fibras
electrohiladas de PCL son estudiadas para la ingenieria de tejidos por ser ventajosas, ya
gue el tamafo del poro se puede controlar facilmente cambiando la densidad de la fibra

en la unidad de area (Sanchez Cepeda, 2016).
Finalmente, el objetivo de este trabajo consiste en la creacion de nanofibras a

partir de extractos de alga marina mediante la técnica de electrohilado, con el fin de que

dichas fibras puedan ser utilizadas como un método terapéutico en lesiones cutaneas.

10



Il. MARCO TEORICO

2.1. Importancia de las algas marinas

Actualmente la mayoria de las algas que se encuentran en las costas son
consideradas como plagas, en estudios anteriores se demostro la gran bioactividad que
estas poseen, como es la actividad antioxidante, antiviral y la antimicrobiana por
mencionar algunas (Chojnacka, 2012). Haciendo énfasis en lo mencionado
anteriormente en la tabla 1 se describe la actividad bioldgica que ejercen algunas
sustancias y en la tabla 2 algunas aplicaciones destacadas de algas utilizadas en

estudios anteriores.

Tabla 1. Sustancias biol6égicamente activas en extractos de alga

Sustancia
Bioldgicamente o )
_ Actividad Referencia
Activo

Polisacéaridos Prebidticos, actividad antimicrobiana, (Ale etal., 2011)
actividad promotora del crecimiento, la
actividad de mejora de la salud, actividad
antiviral, actividad anti-tumor, actividad
antiinflamatoria, fuente de fibras
dietéticas  solubles, antioxidantes,
actividad  antitrombotica,  actividad
anticoagulante.

Proteinas Fuente de aminoacidos esenciales, (Cabra etal., 2008)

elementos de la comunicacion

intercelular, actividad antiviral, actividad

11



Grasos
poliinsaturados

acidos

Pigmentos

Los polifenoles

Minerales

Hormonas

crecimiento vegetal

de

antimicrobiana, actividad anti-

inflamatoria, antioxidantes

Actividad mejora de la salud, actividad

antibidtica, actividad antifingica

Antioxidantes, actividad antiinflamatoria,
actividad antiviral, actividad
neuroprotectora, actividad anti-obesidad,
actividad anti-angiogénica, actividad

contra el cancer

El anfitrion de la actividad de defensa,
antioxidantes fuertes, actividad
antimicrobiana, actividad antiviral, anti-
foto actividad envejecimiento, actividad
anti-obesidad, actividad antialérgica,

Actividad contra el cancer

Crecimiento y salud, la mejora de la

actividad

Estimulantes del crecimiento,
actividades de proteccién, controladores
de la divisiobn celular, estimulantes
formacion de raices, anfitrion de la
actividad de defensa, fuente de nitrégeno

para las plantas.
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Tabla 2. Aplicaciones industriales de algunas algas marinas utilizadas en estudios

previos.
Alga Aplicacion Referencia

Baby pondweed -Al crecer en abundancia puede ser (Jackson, 2008)

utilizada como biorreactor.

Colpomenia sinuosa  -Utilizada en forma de emplastos, en el (Kanagasabhapath
tratamiento de inflamaciones vy et al., 2009)

ocasionados por golpes.

Egregia menziesii -Fertilizante horticola, en forma de (Hernandez et al.,
extracto aplicado sobre cultivos de 2018)

calabacita.

Sargassum muticum  -Capaces de modificar positivamente los (Gonzalez et al.,
niveles de colesterol total, triglicéridos, 2012)
colesterol ligado a las HDL y colesterol

ligado a las LDL en el plasma de ratas.

-Estimular la actividad de la LPL, que es
la principal enzima implicada en el
metabolismo de las lipoproteinas
plasméticas, de una manera similar a
como lo hace la heparina, que es su

activador exégeno mas importante.

Gelidium robustum  -Produccién de agar alimenticio y (Hurtado et al.,
bacteriol6gico. Industria bacteriologicay 2011)

alimenticia.

Bajo el nombre de alga marina se agrupa una gran variedad de organismos,

tanto pluricelulares como unicelulares, de ambientes acuaticos o humedos que tienen en
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comun ser fotosintéticos, y a diferencia de las plantas no tienen verdaderos tejidos
diferenciados tales como, raiz, tallo, hojas y no producen flores y semillas. Se trata de un
grupo de organismos muy heterogéneo con distinta historia evolutiva, aunque con una

funcion ecoldégica muy parecida (Aguilar et al., 2010).

Las algas constituyen un grupo dentro de las Talofitas muy importante, no sélo
desde el punto de vista cientifico, sino también desde el practico y lo econdmico. Cuentan
con una verdadera historia de su explotacién, comenzada empiricamente en los tiempos
mas antiguos y continuada en la actualidad de modo mas cientifico y racional (Aguilar et
al., 2010).

Hoy en dia las algas son estudiadas con el fin de diversificar su aplicacién en
distintas areas, principalmente en el area médica y ambiental, asuntos con mayor

importancia en la actualidad.

Las algas verdes, pardas y rojas contienen varios compuestos organicos e
inorgénicos que son benéficos para la salud humana (Kuda et al., 2002) por su alto valor

nutricional y sus propiedades curativas de muchas enfermedades (Frikha et al., 2011).

Egregia menziesii es un alga marina perenne, ubicada en la clasificacién de
algas pardas (Phaeophyta), perteneciente a la familia Lessoniaceae. Su estructura
incluye ramificaciones adhesivas para mantenerse fijo al fondo rocoso (crampén). De
estas salen sus frondas individuales, cada individuo puede tener varias frondas (hasta

mas de diez por alga) (Lydia et al., 2013).
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i | T

Fronda

Figura 1. Morfologia de Egregia menziesii. A) Individuo completo. B) Fronda principal
(modificado de (Lydia et al., 2013).

Se ha observado y estudiado que Egregia crece a un tamafo demasiado grande
para el habitat en el que se encuentra. Ha sido objeto de estudio en el area biomecanica
debido a su gran longitud y grandes poblaciones por lo que realiza un trabajo semejante

a un rompeolas natural (Colin, 2017; Lydia et al., 2013)

Dentro de sus propiedades estudiadas se encuentran la anticancerigena,

antibacteriana y anti-hiperglicemiante (Anllely et al., 2018; Villarreal et al., 2010).

Ademas, dentro de la literatura cientifica se demuestra su aplicacion en el area
de biomedicina al poseer metabolitos secundarios, también en el &rea ambiental al actuar
como reactivo reductor de un precursor de oro, asi como también en el area agricola al

funcionar como un fertilizante horticola (Colin, 2017; Hernandez et al., 2018).

Colpomenia sinuosa es también un alga parda, perteneciente a la familia
Scytosiphonaceae, es un alga marrén comestible (Cherry, et al., 2019; El Asri et al.,
2017). Su morfologia se describié hace décadas: lleva un talo sésil que esta unido por
una base ancha: eso es un coriaceo y huevo, globular, cuando es joven, se expande y

dobla a medida que envejece (Parsons, 1982).
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Figura 2. Morfologia de Colpomenia sinuosa. A) Aspecto del talo. B) Corte con 6rganos

pluriloculares (Parsons, 1982).

Posee propiedades como antibacterianas, antioxidante, citotoxica,
antibioincrustante e inhibitoria de los mecanismos de resistencia bacteriana a los
antibidticos (Dad et al., 2014).

Se usa como alimento humano, debido a la presencia de propiedades
antioxidantes, una buena fuente de fenoles, vitaminas, acido folico y aminoacidos (Khin
Khin Gyi, 2010). Es rica en &cidos grados insaturados, fucolesteroles, acido palmitico y
el amino&cido lisina (Parsons, 1982; Tabarsa et al., 2012). También es utilizada para el

tratamiento de inflamaciones provocadas por golpes (Kanagasabhapathy et al., 2009).

Colpomenia sinuosa es la primera especie marina donde el colpol citotéxico, un
dibromuro de fenilbutano metabolito, fue encontrado y descubierto. Previamente se ha
reportado que dicho metabolito presenta actividad inhibitoria de la enzima
Acetilcolinesterasa (degrada la acetilcolina en la sinapsis neuronal) siendo la carencia de
acetilcolina una de las sefiales de alarma caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer,
de tal manera que es considerado para convertirse en un medicamento contra dicha
enfermedad (Mendoza, 2017).
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Esta especie al ser estudiada de diferentes zonas geograficas ha dado como
resultado que no poseen citotoxicidad contra una variedad de lineas celulares de cancer,
por otro lado, en otro estudio indujo la apoptosis en células de leucemia humana a través
de la generacion ROS (especies reactivas de oxigeno), radicales libres que tienen la

capacidad de producir dafios oxidativos (Monla et al., 2020).

2.2. Técnica de Electrohilado

La técnica de electrohilado ha sido ampliamente estudiada durante los ultimos
afos gracias a la posibilidad de crear fibras en escala micro y nanométrica para una gran
variedad de aplicaciones biomédicas, esta técnica aporta a los elementos desarrollados
diversas caracteristicas como: amplia superficie por unidad de area, porosidad y una
serie de propiedades mecéanicas (Velasco Barraza, 2016), siendo atractiva a nivel

biotecnoldgico.

La técnica consiste en hacer girar soluciones de polimero a través de altos
campos eléctricos, se basa en aplicar suficientes fuerzas eléctricas que superen las
fuerzas de la tension superficial en la solucion de polimero cargado, de esta forma a un
voltaje determinado, finos chorros de solucién son expulsados desde el capilar hasta el
plato colector. Posteriormente el chorro se mueve en la direccion del campo eléctrico,
elongandose de acuerdo a las fuerzas externas e internas y experimentando
inestabilidad en algunas ocasiones (Greiner et al., 2007). El disolvente se evapora y los

segmentos de fibras son depositados al azar en un sustrato.

En la figura 3 se muestra el aparato utilizado para la realizacion de este trabajo,
el cual funciona con un voltaje de 20 kV (fuente de alto voltaje) dentro del sistema de
inyeccion se coloca la aguja correspondiente (en este caso 22G x 40 mm), en el mismo
sistema se programa el flujo constante y aproximadamente el tiempo (esto depende
bastante del tipo de solucion), dentro de la caja aislante protectora se situa el colector en
donde se coloca papel alumnio con medidas 15 cm x 15 cm en donde nuestras fibras

caen y obtenemos el producto. Es importante destacar que dentro de la caja aislante
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puede haber muchos factores que favorezcan o no a nuestras fibras, es decir, si dentro
de ella no tenemos la temperatura y humedad adecuada el tiempo de electrohilado puede

resultar mayor o simplemente no obtenemos lo que deseamos.

T~ W
‘-&—.__,

Figura 3. Componentes a utilizar en el proceso de electrohilado (Velasco Barraza, 2016)

La finalidad del proyecto consistié en crear nanofibras a partir del polimero poli
(E-caprolactona) (PCL), usando como solvente una mezcla de tetrahidrofurano (THF) y
metanol, en una proporcion de 3:1 y diferentes extractos de algas, que fueron obtenidas
de las costas de Baja California, usualmente son consideradas como plaga. Con el
propdsito de crear nanofibras que puedan servir como andamios para heridas, gracias a

las caracteristicas antimicrobianas que estas poseen.

Aproximadamente desde hace 100 afios la técnica de electrohilado fue creada

y ha generado enorme atencion en los ultimos afios, debido a la posibilidad de las
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diversas aplicaciones biomédicas que se podrian implementar. En el afio 2012 segun
Tucker et al., afirmaron que las fibras electrohiladas con un area de alta relacion de
superficie a volumen y las estructuras que imitan la matriz extracelular (ECM) que
componen dichas fibras han presentado gran potencial en la ingenieria de tejidos y la

administracion de farmacos.

Es de suma importancia destacar que dicha técnica ha sido utilizada como un
método competente y accesible para la fabricacion de nanofibras dando como resultado
diversas aplicaciones que desde hace algunos afios se han podido encontrar en la
literatura cientifica. Ciertas aplicaciones que destacan por algunos autores como Sajeev,
et al., en el afio 2008 y Villarreal et al., en 2016 son: apoésitos para heridas, filtracion,

sistema de administracion de farmacos y andamios de ingenieria de tejidos.

Es un proceso muy simple y versétil por el cual nanofibras de polimeros con
didmetros que van desde unos pocos nandmetros a varios micrometros se pueden
producir impulsando una solucion polimérica o una fusién y cargando electrostaticamente
a esta. Se han hecho progresos significativos en este proceso a lo largo de los ultimos
afnos y el electrohilado ha avanzado en sus aplicaciones en muchos campos, incluyendo
la farmacéutica. Las nanofibras electrohiladas muestran un gran potencial para el
desarrollo de muchos tipos de sistemas de administracion de farmacos nuevos (SAF o
DDS por sus siglas en inglés), debido a sus caracteristicas especiales, su utilidad y
eficacia. El estado actual de las nanofibras electrohiladas basadas en sistemas de
administracion de farmacos se centra en la preparacion las nanofibras cargadas con el
farmaco de polimeros farmacéuticos y biodegradables, y diferentes tipos de sistemas de
administracion de farmacos. Sin embargo, hay mas oportunidades para ser explotadas

en el proceso de electrohilado (Yu et al.,, 2009; Velasco Barraza, 2016).

Con el objeto de desarrollar fibras electrohiladas para estas aplicaciones, se han
utilizado diferentes materiales biocompatibles para fabricar fibras con diferentes
estructuras y morfologias, tales como fibras individuales con diferente composicion y
estructura (mezclado de fibras y fibras compuestas de nucleo-corteza) y conjuntos de
fibras (haces de fibras, membranas y andamios) (Cui et al., 2010).
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La base fundamental del electrohilado es la aplicacibn de un campo eléctrico
fuerte (alrededor de los kilovoltios). Una solucién de polimero o una solucion fundida, es
alojada en una jeringa y esta a su vez en una bomba de infusion. Cuando se aplica un
alto voltaje, la gota que cuelga de la solucion polimérica se tornaré altamente electrificada
y las cargas inducidas se distribuiran uniformemente sobre la superficie. La gota liquida
se deformara en un objeto cénico conocido como el “cono de Taylor”, esto es debido al

campo electrostético presente (Velasco Barraza, 2016) (Figura 2).

Colector cargado

Solucion polimérica Aguja cargada

(101 01 [

+

Fibras poliméricas

Bomba de inyeccién

OOTT

Fuente de alto voltaje

Figura 4. Esquema general de la disposicion y procesos de electrohilado convencional.

Dentro de la literatura cientifica podemos encontrar como con la técnica de
electrohilado se crean nanofibras mediante parametros que han sido estudiados
previamente. Pérez Gonzalez et al., (2019) explican que, cuando el voltaje sobrepasa un
valor umbral establecido, la fuerza electrica supera la tension superficial de la gota de tal

manera que uno o varios chorros cargados de la solucion utilizada son expulsados desde
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la punta de la jeringa, dependiendo de la intensidad del campo eléctrico presente. Una
vez que el chorro se desplaza hacia un colector de metal (regularmente en aluminio), el
disolvente se evapora y se produce un andamio polimérico no tejido sobre el colector,
mejor conocido como nanofibras (Pérez et al., 2019).

Harmanpreet Singh et al., (2015) en su investigacion “Transmucosal delivery of
Docetaxel by mucoadhesive polymeric nanofibers ”, mencionan que los efectos de varios
parametros del proceso, tales como: la intensidad del campo eléctrico aplicada, el caudal,
las propiedades de la solucién (concentracién, viscosidad, conductividad, tension
superficial, homogeneidad), la distancia entre la jeringa y el colector, los parametros
ambientales (temperatura, humedad y flujo de aire) se han explorado con gran detalle

para diferentes materiales poliméricos (Singh et al., 2015).

Basicamente la instalacion del equipo de electrohilado es tan simple que se ha
establecido en muchos laboratorios de investigacion. La implementacion de esta técnica
se ha dado principalmente en arreglos donde sélo se utilizé6 una solucion de polimero.
Sin embargo, una cantidad de polimeros existentes no pueden ser electrohilados en
fibras usando una configuracion basica, debido a las propiedades que los constituyen.
Con la finalidad de expandir el conocimiento de dicha técnica y adaptar la estructura de
las fibras resultantes, se han modificado con el paso de los afos los disefios de estos
equipos. Segun la literatura cientifica las modificaciones realizadas han estado basadas

en la jeringa y colector.

En el afio 2016 Cornejo Bravo et al., destacan en su investigacion
“Electrospinning for Drug Delivery Systems: Drug Incorporation Techniques” que existen
distintos tipos de electrohilado, incluyendo co-electrohilado, electrohilado lado a lado,
electrohilado multi-canal, electrohilado coaxial, electrohilado de emulsion y métodos que
no utilizan o requieren de agujas o jeringas (rodillos, reservorios, placas, cilindros,
esferas rotatorias). Asi como también mencionan que, existiendo diferentes técnicas,
abre las posibilidades de incorporar moléculas bioactivas tales como farmacos, proteinas
y ADN. El método principal que se utilizara en el trabajo, sera de una sola solucion de

polimero (Cornejo et al., 2016).
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Hadipour et al., (2014) en su trabajo de investigacion mencionan que las
nanofibras poliméricas poseen propiedades Unicas tales como area superficial alta en
relacion al volumen y una alta porosidad con diversos tamafios de poro. De tal manera
qgue muchos polimeros naturales y sintéticos han sido electrohilados para aplicaciones
biomédicas tales como el colageno, quitosano, fibroina de seda, poli (acido lactico), entre

otros.

El avance reciente de la nanotecnologia ha dado la oportunidad de desarrollar
diversas aplicaciones con nanomateriales. Ellis et al., (2010) explican que al hacer
contacto las nanoparticulas en las superficies de otros materiales puede presentarse
modificaciones en las propiedades del material, dando como resultado la posibilidad de
diversas aplicaciones, como por ejemplo: cambiar su comportamiento hidrofilo o
hidrofébuco, su rendimiento anti-reflectante o su actividad catalitica. Dichas particulas
depositadas en superficies pueden establecer puntos de contacto quimicos funcionales.
Obteniendo como resultado de toda una serie de investigaciones, el interes de la
industria farmacéutica hacia materiales nanoactivos que interactien con sistemas
biolégicos (Ellis et al.,2010).

Ramier et al., (2014) en su trabajo de investigacién para Materials Science and
Engineering enfatiza que la técnica de electrohilado proporciona un enfoque sencillo y
versatil para la fabricacion de nuevos andamios de biocompuestos nanofibrosos con
propiedades estructurales, mecanicas y biologicas aptas para la regeneracion de tejido
0seo, al igual que la administracién de farmacos de rapida disolucion. Mediante una
cuidadosa seleccién de los materiales y sus condiciones de preparacion, la eficiencia de
la encapsulacion que uno desea, asi como la conservacion de la bioactividad de los

agentes terapéuticos pueden ser obtenibles (Ramier et al., 2014).

Diversas nanoestructuras elaboras que al momento de ser creadas fueron
cargadas con farmacos, pueden ser utilizadas mediante distintos métodos, tales como,
implantacion, inyeccion y la administracion topica u oral para una amplia gama del
tratamiento de mudltiples enfermedades. Seeram et al., (2013) destacaron que el

aprovechamiento reciente de las distintas investigaciones respecto al desarrollo de las
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tecnicas electrohidrodinamicas pueden entregar de manera controlada e individual una

gran variedad de medicamentos (Seeram et al., 2013).

2.2.1. Parametros del electrohilado

Los parametros de trabajo son muy importantes para entender la naturaleza del

electrohilado, asi como también la conversion de soluciones de polimeros en nanofibras

a través de esta técnica. A continuacion, se presentan algunos factores que pueden

afectar al electrohilado.

Parametros

Concentracion

Tabla 3. Parametros de la solucién

Descripcion

Referencia

Las concentraciones de solucion del polimero (Li et al., 2013;

utilizado en la técnica electrohilado juegan un Villarreal et al.,

papel importante en la formacion de la fibra 2016)

durante el proceso. Para esto en el afio 2013 y

mas adelante en 2016 se establecen cuatro

concentraciones que deben tomarse en cuenta:

Concentracion muy baja se obtienen
microparticulas  poliméricas. En este
momento se produce ionizacion
electrospray en lugar de electrohilado,
debido a la baja viscosidad y las tensiones
superficiales altas de la solucién.

Concentracion un poco mas alta, se
obtiene una mezcla de los granos y fibras.
Concentracion adecuada, se obtienen

nanofibras lisas.

23



Peso Molecular

Viscosidad

e Concentracion muy alta, se pueden

observar micro cintas en forma de hélice.

El peso molecular del polimero también tiene un
efecto importante en las morfologias de fibras
electrohiladas. Los autores también destacan los
aspectos a tomar en cuenta respecto al peso

molecular.

e Concentracion fija: reducir el peso
molecular del polimero tiende a formar
perlas en lugar de una fibra lisa.

e Aumento de peso molecular: obtencion de
fibra lisa.

e Aumentado el peso molecular aun mas: se
pueden obtener micro cintas.

e Exceso de aumento de peso molecular:
favorece la formacién de micro cintas
incluso en una baja concentracion y existe
la posibilidad de que algunas fibras puedan

también obtenerse a baja concentracion.

Es importante sefialar que el peso molecular no
siempre es esencial para dicha técnica, siempre y
cuando existan suficientes interacciones

intermoleculares de los oligdbmeros.

La viscosidad de la solucion es la base
fundamental para la determinacion de la

morfologia de la fibra.
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Tension

superficial

Conductividad

/Superficie

densidad

carga

e Viscosidad baja: no se pueden fibras
continuas y lisas.

e Viscosidad muy elevada: da como
resultado el endurecimiento de expulsion

de chorros de la solucion.

Generalmente, la viscosidad se puede ajustar
mediante la adaptacion de la concentracion del
polimero de la solucion. De tal manera—, que
existe la posibilidad de obtener distintos

productos.

La tension superficial, asi como la composicion
del disolvente de la solucion, es un factor

importante en el electrohilado.

e Con una concentracion fija y reduciendo la
tension superficial de la solucién, las fibras
abultadas pueden ser convertidas en fibras
lisas.

e La tension superficial y la viscosidad de la
solucion pueden ser ajustadas cambiando
la relacion de la masa de la mezcla de
disolventes.

e La tension superficial determina los limites
superior e inferior del electrohilado si se

establecen las condiciones anteriores.

La conductividad de la solucibn se determina

principalmente por el tipo de polimero, tipo de

de disolvente y una sal opcional. Dentro de las
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Parametro

Voltaje

recomendaciones se pueden acentuar las

siguientes:

e Los polimeros naturales son generalmente
polielectrolicos  en la  naturaleza.
Aumentando la carga de la capacidad de
expulsion del polimero que lleva vy
someterlos a una mayor tension en el
campo eléctrico, da como resultado una
formacion de fibras escaza en contraste
con su homdélogo sintético.

e La conductividad eléctrica de la solucion
puede ser adecuada mediante la adicién
de sales ibnicas tales como KH2POs4 y
NaCl (se pueden obtener nanofibras con
un pequefio diametro).

e Una alta conductividad de la solucion se
puede lograr con el uso de &cido organico

como disolvente.

Tabla 4. Pardmetros en el proceso

Descripcion

Dentro del proceso de electrohilado, el voltaje
aplicado es el factor crucial. Dependiendo la

aplicacién del voltaje se puede obtener una fibra.

e Voltaje alto aplicado: mayor es la tensién
umbral, chorros cargados pueden ser

expulsados del cono de Taylor.
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Velocidad

flujo

Colectores

de

Voltajes muy altos: pueden facilitar la
formacion de fibras de gran diametro. Asi
como también pueden aumentar la fuerza
de repulsién electroestatica cargada en el
chorro (favorece el estrechamiento del
diametro de la fibra), ademas de que este
tipo de sucesos favorece en la

probabilidad de formacion de perlas.

Entonces finalmente se puede decir que el

voltaje influye en el didmetro de la fibra, pero esto

puede variar segun la concentracion de la

solucion del polimero y de la distancia entre el

colector y punta.

La velocidad del flujo también es un parametro

importante en el proceso.

Menor  velocidad de flujo: es
recomendable para que la solucion del
polimero tenga suficiente tiempo para su
polarizacion.

Mayor velocidad de flujo: se formaran
fibras abultadas con un diametro grueso,
debido a que existe un tiempo de secado
corto antes de llegar al colector y

reducidas fuerzas de estiramiento.

En la figura 5 se puede observar la variedad de

(Li et al.,, 2013;
Villarreal et al.,
2016)

(Li et al.,, 2013;

colectores que han sido creados para su uso, con Villarreal et al.,

la necesidad de transferir las fibras. Algunos 2016)
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Distancia (H)
entre el colector
y la punta de la

jeringa

ejemplos son: colectores de cilindro giratorio, de

disco o un electrodo /campo eléctrico auxiliar.

Regularmente el papel aluminio es utilizado
como un colector pero tiene como desventaja la
dificultad de transferir las nanofibras recogidas a

otros sustratos para diversas aplicaciones.

Se ha demostrado que la distancia (H) entre el
colector y la punta de la jeringa también pueden

afectar el didmetro y la morfologia de la fibra.

e Distancia demasiado corta: la fibra no
tiene mucho tiempo de solidificacion antes
de llegar al colector.

e Distancia demasiado larga: se pueden

obtener fibras abultadas.

Si la distancia entre la punta la placa colectora
estd aumentando el diametro de la fibra es
descendente, sin embargo, cuando la distancia
es excesiva las fibras tienden a romperse debido

a su peso.
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Figura 5. Algunos tipos de colectores utilizados en la técnica de electrohilado: a)

Colector de placa; b) Colector de disco; c) Colector rotatorio; d) Colector de rejilla; e)

Colector de un electrodo mas / Campo eléctrico auxiliar.

Hay pardmetros ambientales que también pueden afectar a los diametros de las
fibras y morfologias, tales como la humedad y la temperatura, esto es conocido debido

a las diversas experimentaciones realizadas con el paso de los afios.

Tabla 5. Parametros ambientales

Parametro Descripcion Referencia

Humedad e Aumentar la temperatura favorece a las (Li, et al., 2013;
fiboras con un didmetro mas delgado, por Pérez et al.,
lo que existe una relacion inversa entre la  2019; Villarreal
viscosidad de la solucién y la temperatura. et al., 2016)

e Una baja temperatura aumenta la
viscosidad, lo que provoca un flujo lento y

una obstruccion de la aguja.
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Temperatura e Baja humedad: puede secar el disolvente
totalmente y aumentar la velocidad de la
evaporacion del disolvente.

e Alta  humedad: dard& lugar al
engrosamiento del didmetro de la fibra
debido a que las cargas en el chorro
pueden ser neutralizadas y las fuerzas de

estiramiento se vuelven pequefas.

2.2.1.4 Polimeros

Dentro de la técnica de electrohilado se han utilizado distintos materiales,
incluyendo polimeros naturales, sintéticos (biodegradables y no degradables) e inclusive
una mezcla de ambos, es por ello que existe bastante interés de investigacion para la
administracion de farmacos, ya sea de manera inmediata o controlada. Greiner et al.,
(2017) hablan acerca de ello, y mencionan que la técnica de electrohilado se utiliza para
controlar el estado de distribucion del farmaco en las fibras y de esta manera mejorar la
cinética de liberacion del farmaco (Greiner et al., 2007).

Los polimeros biodegradables, son atractivos en la administracién de farmacos
mediante la técnica de electrohilado, debido a la facilidad con la que se podrian
administrar ciertos farmacos. Una variedad de polimeros tanto naturales como sintéticos
han sido estudiados durante muchos afios para ser utilizados en la fabricacién de fibras
gue cuenten con las propiedades deseadas que requiere la ingenieria de tejidos y
aplicaciones de administracion de farmacos. Algunos de estos polimeros son: poli (g-
caprolactona) (PCL), poli (vinil alcohol) (PVAL), poli (vinil pirrolidona) (PVP) y co-

polimeros tales como el quitosano.

En el presente trabajo hemos utilizado poli (e-caprolactona) (PCL), el cual es un

polimero sintético semicristalino biodegradable, es util en la produccion de fibras
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electrohiladas que simulan la matriz extracelular. La &-caprolactona se mezcla con
polimeros hidrofilicos y materiales naturales que facilitan la adhesion celular, el
incremento en las propiedades mecéanicas y térmicas de las membranas basados en PCL
con la finalidad de modificar sus propiedades superficiales (Sanchez, 2016). En la figura
6 se muestra la estructura tridimensional de e-caprolactona, en donde de color rojo se
indica el anillo abierto que la compone, de tal forma que por este medio comienza el

proceso de polimerizacion.

Figura 6. Estructura tridimensional de e-caprolactona

PCL puede prepararse mediante la polimerizacion de anillo abierto de ¢-
caprolactona, usando un catalizador, proceso que se muestra en la figura 7. Este
polimero posee propiedades semejantes a la del polietieno de menor densidad,
permeabilidad al CO2, agua y oxigeno. Entre sus aplicaciones primordiales estan

adhesivos, suturas, revestimientos superficiales, entre otros (Amaya, 2018).
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Figura 7. Polimerizacion de e-caprolactona a poli (e-caprolactona)

Mediante la experimentacién y estudio de dicho polimero se sabe que puede
ser biodegradado por organismos vivos al aire libre (bacterias y hongos) pero no son
biodegradables en animales y cuerpos humanos debido a la falta de enzimas adecuadas
(Vert, 2009). Esto no quiere decir que no son biorreabsorbibles, sino que el proceso lleva
mucho mas tiempo, propagandose en primer lugar a través de la degradacion hidrolitica
(Amaya, 2018).

Este polimero es aceptado por la degradacion hidrolitica de los poli (a-hidroxi)
ésteres que suelen proceder a través de vias de degradacion a granel o en superficie.
Lo que determina los medios por los cuales esta via procede, es el fenédmeno de difusion-

reaccion (Amaya, 2018).
Las fibras electrohiladas de PCL son estudiadas para la ingenieria de tejidos por

ser ventajosos, ya que el tamafo del poro se puede controlar facilmente cambiando la

densidad de la fibra en la unidad de area (Dash et al., 2012).
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[ll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

e Fabricacion de fibras a partir de extractos de alga marina para uso biomédico.

3.2. Objetivos especificos

e Elaborar extractos a partir de las algas Egregia menziesii (Em) y Colpomenia
sinuosa (Cs)

e Fabricacién de fibras de extractos de alga marina a partir de la técnica de
electrohilado.

e Estandarizar los parametros para lograr las nanofibras de los extractos.

e Realizar pruebas especificas que ayuden a comprobar la bioactividad de las
respectivas algas para su potencial uso biomédico.

V. HIPOTESIS
Las fibras electrohiladas de Egregia menziesii (EM) y Colpomenia sinuosa (CS)

poseen propiedades antimicrobianas en contra de las bacterias Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa.
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V. METODOLOGIA

5.1. Muestras
Las algas Colpomenia sinuosa y Egregia menziesii (figura 8A y 8B
respectivamente) se obtuvieron de las costas del puerto de Ensenada. Posteriormente

se guardaron a 4 °C por un tiempo de dos semanas para su utilizacion.

Después de las dos semanas se lavaron con agua corriente cada una de las
algas marinas recolectadas, con el fin de clasificarlas y dar nombre, se dejaron en un

recipiente con agua corriente.

Se lavé nuevamente cada una de las algas por separado para evitar su
descomposicion, se cortd en trozos pequefios y se lavd (figura 8C) para facilitar la

trituracion de las algas.

Figura 8. A) Colpomenia sinuosa (Cs) B) Egregia menziesii (Em) C) corte y lavado de
algas.
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5.2. Preparacion de extractos

Se equilibraron los pesos de las algas pesando individualmente la cantidad de
10.677 g de cada distinto tipo de alga. Se agregd en un vaso de precipitado y se le afiadid

la cantidad de 100 ml de alcohol etilico 95 %.

Se dejo reposar alrededor de 15 min. Se procedié a triturar con ayuda de un
triturador de tejidos. Se dejaron en agitacion por dos dias cada tipo de alga marina (sin

aplicar calor).

Dada la agitacion de cada uno de los diferentes tipos de algas estos se
procedieron a filtrar con ayuda de un embudo de vidrio, vaso de precipitado y papel
Whatman, para después realizar la rotaevaporacion. Se llevé acabo la rotaevaporacion
de cada una de las algas que previamente han sido filtradas, a una temperatura de
39.5 °C y una rotacion de 100 RPM (Figura 9).

Posteriormente se pesaron las algas después del proceso de rotaevaporacion
(tabla 6), seguidamente fueron colocadas en la campana de extraccion de gases, para

eliminar el resto de alcohol etilico agregado y finalmente se volvieron a pesar (tabla 7).

Figura 9. Proceso de rotaevaporacion.
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Tabla 6. Peso obtenido después de la rotaevaporacion.

Tipo de alga marina Peso en [mg]
Colpomenia sinuosa 4638
Egregia menziesii 3083

Tabla 7. Peso obtenido después de permanecer en la cAmara de extraccion de gases.

Tipo de alga marina Peso en [mg]
Colpomenia sinuosa 58
Egregia menziesii 47.5

5.3. Preparacion de la muestra
Los extractos de alga se resuspendieron en una solucion de THF y metanol en
una proporcién 3:1, se uso esa solucidén debido a que es el disolvente para el polimero.

A cada extracto se le afiadio diferente cantidad de solucion debido a que se tenian
diferentes cantidades de cada uno, y asi se igual6 a un porcentaje de 4.6 % (p/v) en cada
muestra (Tabla 8).
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Tabla 8. Cantidad de solucién en cada extracto.

Tipo de alga marina Peso en [ml] solucion THF y metanol.
Colpomenia sinuosa (Cs) 1.26
Egregia menziesii (Em) 1.04

La solucién polimérica se elabor6 mezclando metanol y THF, y se le afiadio un

10 % de PCL. Se mezclé con ayuda de una placa de agitacién a 600 rpm y 50 C.

Después se hicieron muestra de la suspension de extracto con la solucion
polimérica, se hicieron en diferentes proporciones para observar cual era la cantidad
méxima de extracto que se le podia afiadir sin cambiar tanto la estructura de la fibra
(Tabla 9).

Tabla 9. Cantidad de solucidén en cada extracto.

Tipo de alga marina y ul (%) de extracto pl (%) de solucion polimérica

muestra de cada una

CS100 4.60 90
CS200 9.20 80
CS300 13.8 70
EM100 4.57 90
EM200 9.13 80
EM300 13.7 70
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5.4. Electrohilado

Primero se tomaron dos ml de la muestra con una jeringa con la punta plana, se
recubrié el colector con papel aluminio y se colocé la muestra en su lugar, con un flujo
de 3 ml/h y una distancia de 18 cm entre la punta de la ajuga de la jeringa y el colector
(figura 10A). Se colocaron los caimanes en el colector y en la punta de la jeringa, se
encendié la bomba de expulsion, hasta que salié la primera gota después de eso se
aplicé una fuente de energia de 20 kV para todas las muestras, de tal manera que el

resultado final se pudo observar dentro de una hora aproximadamente (figura 10B).

Figura 10. A) proceso de electrohilado. B) nanofibras de extractos.

5.5. Analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico se utilizd para medir la variacion del contenido de
masa al incrementar la temperatura, esto nos permite identificar la estabilidad térmica y

la temperatura de degradacion de todas las muestras. El experimento se llevé a cabo
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utilizando un rango de calentamiento de 10 °C/min desde temperatura ambiente (x 20
°C) a 500 °C en un matraz de platino sin sellar usando nitrégeno con un flujo de 20
ml/min. El equipo utilizado fue un modelo Shimadzu TGA-Q500. La masa de las muestras
analizadas varié entre 5y 10 mg. Esta técnica nos permitié determinar la temperatura a
la que comienza la degradacion térmica (Tonset) Y €l cambio de masa por aumento de
temperatura. Se realizaron curvas termogravimetricas (DRTG) para identificar la

temperatura de degradacion maxima (Tdeg max).

5.6. Anédlisis de calorimetria diferencial de barrido

En el caso de la calorimetria diferencial de barrido (DSC), las muestras se
caracterizaron utilizando un equipo DSC Shimadzu modelo DSC-Q100 y se programd
para calentar desde la temperatura ambiente (£ 20 °C) hasta 200 °C durante un periodo
de 10 °C/min. Posteriormente se utilizd un recipiente sin sellar con muestra de aluminio
para el gas portador con un flujo de 20 ml/min. La masa de las muestras analizadas vario
entre 5y 10 mg. Después de la ejecucion, el horno se enfrié con nitrégeno liquido para

alcanzar una temperatura de -20 °C 0 -30 °C.

5.7. Andlisis antimicrobiano

Las muestras se cortaron con un cortador especial a un diametro de 0.5 cm, se
esterilizaron en ambos lados con radiacién con luz ultravioleta durante 15 minutos y se
colocaron en el fondo de placas de 96 pocillos. Para los ensayos se utilizaron las cepas
bacterianas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa,
se cultivaron en un medio Mueller-Hinton estéril previamente durante 24 a 35 °C.
Después de eso, las cepas bacterianas se estandarizo la absorbancia bacteriana a 0.5
McFarland en comparacién con un tubo estandar (0.132 abs a 620 nm, 1.5x108 CFU/mL)
con solucién salina. Una vez que los cultivos celulares estuvieron listos, se agregaron
150 pyL de medio limpio a cada pocillo en el que se colocaron las fibras. Luego, se

agregaron 50 pL de cada inéculo (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa y medio limpio). Como
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control negativo, se colocaron 150 uL de medio limpio y 50 uL de cada cepa, sin fibras.
Todas las células bacterianas expuestas con fibra se incubaron durante 24 h, 35 °C.
Como las fibras no se disuelven, con la ayuda de férceps estériles, se extrajeron
muestras y se colocaron en un nuevo pozo, se lavaron con 200 yL de medio limpio, se
descartaron las fibras y se midié la solucion en un lector de microplacas (Thermo
Scientific) a 620 nm.

5.7.1. Preparacion de medio de cultivo

La preparacion de medio de cultivo consistio en el peso 2.3 g de agar nutritivo
(dicha cantidad asignada para preparar una solucion de 100 ml), se colocaron 100 ml de
agua destilada en un matraz después en una plancha a temperatura de 85-100 °C, se
coloc6 el matraz y poco a poco se fue colocando agar nutritivo en él. Un agitador
magnético ayudo a que se mezclara perfectamente toda la sustancia. Dicha mezcla tenia
gue llegar a su punto de ebullicion, para que quedara lista. Mientras la mezcla ain no
estaba lista, se fue desinfectando y limpiando la campana de extraccion. Al momento de
estar lista la muestra, en la campana de extraccion se colocd dentro de matraces de
esterilizacion el agar nutritivo obtenido. Estos matraces mencionados, fueron colocados
en la autoclave durante una hora. Después de retirarlos de la autoclave, durante un
tiempo determinado se dej6 enfriar la sustancia. Dentro de la campana de extraccion, se
colocaron cuatro cajas Petri, en las cuales se coloc6 25 ml de agar nutritivo (figura 11).
Durante 15 min dicho medio de cultivo quedo expuesto a luz ultravioleta. Los medios de
cultivo obtenidos fueron guardados en el refrigerador para después utilizarlos en la

preparacion de cepas bacterianas.
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Figura 11. Medios de cultivo expuestos a luz ultravioleta.

5.7.2. Preparacion de cepas bacterianas

Para llevar a cabo la preparacion de las cepas bacterianas se colocaron las
cuatro cajas Petri de medio de cultivo dentro de la campana de seguridad bioldgica tipo
2 junto con los instrumentos necesarios para preparar las cepas bacterianas. Con una
micropipeta se obtuvo una muestra de la bacteria Escherichia Coli, Estafilococos y
Pseudonoma. Dichas muestras fueron colocadas en el medio de cultivo. En un
microincinerador se colocaron las asas correspondientes para poder sembrar dichas
bacterias. Se sembraron cada una de ellas y al terminar, a las cajas Petri se les coloco
parafilm para cubrirlas. Dentro de la incubadora se colocaron las 4 cajas Petri a una
temperatura de 37 °C y durante algunos dias se observaron los resultados de las

respectivas cepas bacterianas.

5.7.3. Colocacion de nanofibras en placas

Basicamente la colocacion de las fibras en placas consistié en la obtencién de
fibras de algas (Colpomenia sinuosa y Egregia menziessi) las cuales fueron cortadas en
forma de circulo (figura 12 A). Dichas nanofibras fueron colocadas en cajas Petri 100%
esterilizadas. Al finalizar el corte de ellas, las cajas Petri fueron colocadas en la campana

de seguridad biolégica tipo 2, sometidas a luz ultravioleta para poder ser esterilizadas
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completamente (figura 12B). Cabe destacar cada nanofibra fue volteada para que de
ambos lados recibieran la luz. Después de tener todo listo, las nanofibras fueron
colocadas en placas de 96 pocillos para su lectura. En cada placa fueron colocadas 3
muestras de todas las algas utilizadas (Colpomenia sinuosa y Egregia menziessi).

Figura 12. A) Corte y colocacion de nanofibras en cajas Petri, B) Exposicion de

nanofibras a luz ultra violeta

VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 Electrohilado

Se lograron electrohilar los extractos de algas y los pardmetros optimos fueron
un caudal de flujo de solucién constante de 2.5 ml/h, una distancia de separacién del
colector a la punta de la jeringa de 18 cm, una humedad relativa de 24% y la temperatura
en un rango de 20 a 24 °C. Se opt6 por usar PCL al 13% por que el de 10% quedaba

demasiado liquido y resulto mas dificil su electrohilado.

Diferentes parametros del electrohilado fueron evaluados para determinar cuales

son los 6ptimos para la formacién de las fibras. Al final, las formacién de las fibras fue
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exitosa utilizando una potencia fija de 20 kV y una aguja 22G x 40 mm. Dichas
condiciones fueron probadas en nuestro equipo de electrohilado previamente reportado

en trabajos anteriores. (Velasco et al., 2016)

Al igual que la hoja de seguridad del THF, se comprob6 que el THF es muy
volatil, a 21°c el porcentaje de volatilidad es 100%. Es por ello que se tuvo que colocar
un flujo de 2.5 ml/h porque a un flujo menor la gota se secaba muy rapido y creaba un

tapon que no dejaba continuar con el electrohilado.

De la misma manera que en la investigacion de Siavash en 2014 pudo disolver
el PCL en THF y metanol con una solubilidad de 3:1 (Scott et al., 2015).

La poli (caprolactona), es un polimero sintético de los mas utilizados en las
aplicaciones médicas gracias a su biocompatibilidad y lenta biodegradacion.
Combinando inherentes propiedades de la matriz de PCL con las caracteristicas de las
nanofibras resulta un material prometedor que puede ser adecuado para diferentes
aplicaciones, incluyendo las aplicaciones biomédicas y celdas solares organicas
(Mochane et al., 2019).

Por otro lado, entre las ventajas de las estructuras nanofibrosas las cual las hacen
interesantes para las celdas solares se incluyen: amplia area superficial, diametro

promedio de poro pequerio y alta porosidad (Villarreal et al., 2016).

Con el objetivo de determinar el solvente Optimo que se va a utilizar la el
electrohilado del PCL, se revisaron en la literatura diferentes solventes utilizados para la
disolucién del polimero, es necesario resaltar, que el objetivo principal es lograr una
formacién homogénea de las fibras sin la formacion de bulbos, que disminuya la

reproducibilidad de un futuro producto terminado.

Se ha reportado, que la morfologia de las fibras electrohiladas de PCL depende
del tipo de solvente utilizado, los parametros del electrohilado, la concentracién del
solvente, la concentracion del polimero y las diferentes proporciones de solventes

utilizados para dicha disolucién (Mochane et al., 2019).
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Por mucho tiempo, el cloroformo ha sido el solvente mas utilizado para el
electrohilado de PCL, gracias a su solubilidad y la obtencién de fibras con ausencia de
bulbos (Enis et al., 2016). En dicho estudio, compararon el efecto de diferentes solventes
como el cloroformo, acido féormico y acido acético y solventes binarios como acido
formico/etanol, acido formico/metanol, acido formico/cloroformo, acido
acético/cloroformo, acido acético/etanol, acido acético/metanol y acido acido
férmico/acido acético. Entre todos los solventes y combinaciones evaluadas
descubrieron que el uso del &cido acético conducia a la formacién de bulbos solamente,
el acido formico promovia la formacién de fibras con bulbos y por el contrario, el

cloroformo permitia la formacion de fiboras homogéneas sin bulbos (Enis et al., 2016).

Con respecto a las mezclas estudiadas por el grupo de Enis (2016), el acido
formico/cloroformo mostr6 la efectividad para producir fibras pequefias de
aproximadamente 500 nm, sin embargo, estas fibras presentaron bulbos. El solvente
binario 6ptimo encontrado fue acido férmico/acido acético el cual ayudo a fabricar fibras

a escalas nanomeétricas, sin embargo, se presentaron bulbos.

Gracias a estos reportes en nuestro estudio se determiné utilizar cloroformo como
solvente utilizando una concentracion de 10%, ya que en otros estudios de nuestro
equipo de trabajo, esta concentracion fue la adecuada para la formacion de las fibras
poliméricas (Alvarez et al., 2020).

6.2. Fluorescencia de las nanofibras

Dentro de nuestros resultados se pudo obtener que nuestras fibras con extractos
de algas poseen fluorescencia, dicho procedimiento se llevd a cabo con un microscopio
de fluorescencia marca life technologies modelo EVOS FLc. Se utiliz6 como filtro de
fluorescencia GFP (Proteina Verde Fluorescente), la cual es una proteina que
actualmente es utilizada en biologia molecular como marcador. En las figuras 13Ay 13C
se muestran las algas CS y EM respectivamente sin la aplicacion del GFP y en las figuras

13B y 13D la aplicacién de este, de tal manera que nuestras fibras poseen esta
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caracteristica particular, cuya aplicacion puede ser estudiada en una investigacion a

futuro.

“‘\\ - :7‘_ -'_ PO ‘ S ‘ < . e
Figura 13. Nanofibras observadas bajo el microscopio de fluorescencia EVOS. A) Fibras
de PCL/CS; B) Fibras de PCL/CS (filtro de fluorescencia GFP); C) Fibras de PCL/EM; D)

Fibras de PCL/EM (filtro de fluorescencia GFP)

En los sistemas acuaticos la luz puede penetrar y es filtrada en los primeros 10cm,
virtualmente todo el infrarrojo es filtrado y transformado en calor, dependiendo de las
caracteristicas de la columna de agua. En el primer metro de agua de mar el 60% de la
radiacion es absorbida y a los 10m el 80%. Por lo general la luz penetra a mayor
profundidad en aguas oceanicas que en aguas costeras, principalmente por la baja

concentracion de material organico disuelto coloreado (MODc) (Franklin et al.,1997).

Al penetrar la luz en el océano cambia su cantidad y también calidad. El agua

absorbe la radiacion roja e infrarroja en los primeros metros, por lo que muchas algas
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deben estar adaptadas a capturar esa luz, como complemento de la luz capturada con
menores longitudes de onda. En las algas hay tres clases de pigmentos encargados de

capturar la luz para la fotosintesis: clorofilas, ficobiliproteinas y carotenoides (Al, 2006).

En macroalgas y como ha sido desarrollado en plantas terrestres, investigaciones
destinadas a evaluar respuestas fisiologicas y eco fisiologicas, principalmente ante
factores ambientales estresantes como altos niveles de RFA/UV son frecuentemente
realizadas combinando cambios en la evolucion del Oz y en pulsos de amplitud modulada
(PAM) de los parametros de fluorescencia de la clorofila (Franklin et al.,1997). Desde
mediciones de la fluorescencia de la clorofila, que ocurre principalmente en el
Fotosistema Il (FSII) de la cadena transportadora de electrones, es posible obtener una

medida indirecta de la capacidad fotosintética (Al, 2006).

El principio del andlisis de fluorescencia de la clorofila radica en que la energia
absorbida por las moléculas de clorofila puede tener uno de tres distintos: puede ser
usada para direccionar la fotosintesis (proceso fotoquimico), el exceso de energia puede
ser disipado como calor (proceso no fotoquimico) o este puede ser remitido como luz
fluorescente de la clorofila. Estos tres procesos ocurren bajo competencia, por lo que
cualquier mejora en la eficiencia de uno de ellos resulta en la disminucién del rendimiento
de los otros dos procesos. De esta forma midiendo el rendimiento de la fluorescencia de
la clorofila es posible obtener informacion sobre cambios en la eficiencia de las

reacciones fotoquimicas y de la disipacién de calor (Al, 2006).

El espectro de la fluorescencia es diferente al de la luz absorbida, con un maximo
de emision de fluorescencia en longitudes de onda largas (mayor a 670 nm). Por lo tanto,
el rendimiento de fluorescencia puede ser cuantificado exponiendo el tejido fotosintético
a una definida longitud de onda y midiendo la cantidad de luz re-emitida a longitudes de
onda larga (Al, 2006).

La fluorescencia de la clorofila entrega informacion del estado del FSII,
principalmente permitiendo entender como se estd usando la energia absorbida por la
clorofila y que tan extenso puede llegar a ser el dafio producido en el aparato fotosintético

cuando ocurre una perturbacion por exceso de la luz. Ademas, permite examinar la

46



habilidad de las plantas a tolerar el estrés ambiental, asi como la aclimatacion a

diferentes microambientes y factores ambientales (Al, 2006).

Estimaciones de produccion primaria en algas, con uno u otro método, son de
importancia en estudios biolégicos acuaticos, como por ejemplo para estimaciones de
productividad en praderas de macroalgas de importancia econémica pudiendo estimar
los efectos de la explotacion pesquera, para evaluar el efecto de factores ambientales en
poblaciones algales de gran importancia ecologica, para evaluar impacto ambiental de
actividades contaminantes, para realizar interpretaciones de balance energético en

ecosistemas locales, entre otros (Al, 2006).

6.3 Andlisis termogravimétrico

Tabla 10. Analisis Termogravimétrico

Muestra Perdida (% masa) Temperatura (°C)

PCLc 15.86 347.85
50 400.95
100 430.73

CS100 5 52.04
50 398.60

100 431.97
CS200 5 165.60
50 395.90
100 422.78

CS300 5 53.18
50 393.99
100 416.32

47



EM100 5 59.08

50 396.56
100 424.61
EM200 14.62 90.46
50 396.08
100 424.71
EM300 5 96.64
50 392.54
100 429.04

En la tabla 10 se puede observar las temperaturas necesarias para degradar a las
diferentes fibras de PCL, PCL/CS y PCL/EM. Se puede observar que las fibras
PCL/CS100, PCL/CS300 y PCL/EM100, requieren muy poca temperatura (<100 °C) para
degradar un 5% de masa de cada material (~52.04 °C, 53.18°C y 59.08°C,
respectivamente). Por otro lado, las muestras que requieren ~100 °C para perder 5% de
su masa son las fiboras de PCL/EM200 y PCL/EM300 (~90.46 °C y 96.64 °C,
respectivamente). Las fibras PCL/CS200 requieren hasta 165.60°C para perder 5% de
Ssu masa, y finalmente, las fibras de PCL control necesitan una temperatura de 347.85°C
para perder un 15.86 %. En resumen, se puede observar que las fibras de PCL que
contiene algas marinas (PCL/EM y PCL/CS) necesitan menor temperatura que las fibras
de PCL para eliminar del 5 al 10% de la masa de las muestras. Esta pérdida de masa
corresponde a la pérdida del solvente, se puede apreciar que a mayor proporcion del
complejo menor es la temperatura necesaria para iniciar con lo que se llama la
temperatura de descomposicion inicial (TDI). Esta reportado que la temperatura de
descomposicion inicial (TDI) del PCL es 378.3 °C (Castilla et al., 2019), la cual es similar

a nuestro trabajo. En la figura 14 este suceso puede observarse detalladamente.

Con respecto a la pérdida del 50% de la masa las fibras que requieren mayor

temperatura son las fibras de PCL control (~400.95°C). Por otro lado, se puede observar
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gue conforme se va incorporando mayor proporcion de los extractos CS y EM, se
requiere menor temperatura para degradar el 50% de la masa de la muestra. Sin

embargo, estas diferencias no son significativas entre las muestras.

Asi mismo, las fibras de PCL perdieron su mayor parte de la masa a los 430.73
°C, dicha temperatura corresponde a la temperatura maxima (Tmax). La Tmax reportada
para PCL es de 412.2 °C (Castilla et al., 2019), la cual es cercana a lo obtenido en este
estudio. Al afiadir el extracto CS se puede observar que para degradar el 100% de masa
es necesaria aplicar mayor temperatura, asi mismo, entre mayor es la proporcion del
extracto CS menor temperatura es necesaria para degradar completamente las fibras.
Por el contrario, entre mayor proporcion del extracto EM mayor temperatura se necesita

para degradar por completo a las muestras.
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Figura 14. Termograma TGA de las fibras PCL, PCLCS y PCL/EM.
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6.4 Analisis de calorimetria diferencial de barrido

En la figura 15, se observan los termogramas DSC de las fibras de PCL, PCL/CS
y PCL/EM, donde se puede apreciar que todas las muestras tienen presente un cambio
de flujo de temperatura entre los ~57 a 61 °C, esta temperatura corresponde a la
temperatura de fusion (Tf), reportada en la literatura (Abedalwafa et al., 2013), aunque
hay algunas variaciones en temperatura entre las muestras, no es una diferencia

significativa.
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Figura 15. Termograma DSC de las fibras PCL, PCLCS y PCL/EM.
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Posteriormente, se puede apreciar que la temperatura de descomposicion o
degradacion (Td) de las fibras de PCL, PCL/CS y PCL/EM se encuentran entre los ~361-
384 °C (tabla 11). Estas temperaturas corresponden con la temperatura de degradacion
(Td) de los termogramas TGA de las mismas muestras. La temperatura de degradacion
reportada para el PCL es de ~ 380 °C. (Patricio et al., 2013). Por ultimo las temperaturas
maximas (Tmax) S€ encuentran entre ~410 °C (tabla 11). Estadisticamente, no puede

apreciarse una diferencia significativa entre las muestras.

Tabla 11. Andlisis de Calorimetria Diferencial de Barrido

Muestra Tf (°C) Td (°C) Tmax (°C)
PCLc 57.49 365.47 410.45
CS100 58.70 373.95 410.90
CS200 60.60 361.49 414.15
CS300 60.46 379.39 412.58
EM100 59.07 368.37 413.54
EM200 60.31 383.98 411.22
EM300 59.18 364.92 410.38

La poli (caprolactona) es un polimero semicristalino con una estructura regular,
cuya temperatura de fusion reportada se encuentra entre los 59 a 64 °C, y su temperatura
de transicion vitrea se encuentra a los -60 °C, ya que posee un cuerpo con estructura
semi cristalina, lo que le da alta dureza, debido a sus dominios amorfos cuando estan en

el estado elastico. (Abedalwafa et al., 2013).
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6.5. Actividad antimicrobiana

La prueba realizada tuvo como finalidad analizar si las algas Colpomenia sinuosa
y Egregia menziesii poseen resistencia antimicrobiana, de tal manera que las nanofibras

creadas con este tipo de algas puedan ser consideradas en algun método biomédico.

De manera general las fibras provocan una reaccion diferente en cada célula
bacteriana. Staphylococcus aureus es Gram positiva, Pseudonoma aeruginosa y
Escherichia coli Gram negativas (el tipo de Gram representan las proteinas que tienen
en la superficie de sus células) entonces van a reaccionar diferente, es por eso es que

tenemos tres graficas.
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Figura 16. Ensayo de proliferacion de bacteria Escherichia coli

En la figura 16 las fibras de PCL solo provocan el 20 % de crecimiento de las
células y en EM300, pero en todas las demas la proliferaciéon no se ve afectada. En este
analisis no se observa una muerte drastica de las células a comparacién de como lo hace
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el antibidtico, pero tampoco estan creciendo mas del 100 %. Estas fibras no se descartan

como biocompatibles.

Cuando pasan las 48 horas, los porcentajes de proliferacién bajaron ya que las
fibras se degradaron (a excepcion del alga sola), lo que provoca que las bacterias no

tengan un sostén para poder crecer.

Pseudonoma aeruginosa
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Figura 17. Ensayo de proliferacion de Pseudomona aeruginosa

En la figura 17 se observa el mismo fendmeno que en Escherichia coli, en las 24
horas la bacteria crece y se pueden observar mas integras, pero a las 48 horas se fueron
fragmentando. Las fibras CS100, CS300 y EM200 crecen mas del 50%, estas se podrian
utilizar para el crecimiento de dicha bacteria y el resto de las fibras no crecen mas del
100%, por lo que tampoco son descartadas como biocompatibles.
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Figura 18. Ensayo de proliferacién de Staphylococcus aureus

En la figura 18 el crecimiento de las fibras en casi todas las algas es de méas del
100 % (a excepcion de EM100) en las 24 horas, con esto podemos decir que las algas
estan comportandose similarmente como nuestro control (PCL) y a las 48 horas se ve
una evidente muerte de células (por debajo del 60%), realizando el mismo trabajo que

nuestro antibidtico (gentamicina) ya en ese tiempo estas son consideradas toxicas.

Al realizar una previa comparacion entre cada una de nuestras muestras tenemos
gue las fibras provocan una evidente proliferacion bacteriana en Gram positivas y ningin
efecto en Gram negativas.

La mayoria de las bacterias de importancia clinica pueden adquirir y expresar
resistencia a los agentes antimicrobianos que se usan en forma habitual para tratar las
infecciones que causan. Por consiguiente, una vez que se aisla un microorganismo en

el laboratorio su caracterizacion con frecuencia incluye pruebas para detectar resistencia
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a los antimicrobianos. Los procedimientos utilizados para determinar los perfiles de
sensibilidad antimicrobiana y detectar resistencia a los agentes que pueden usarse con
fines terapéuticos se denominan pruebas se sensibilidad a los antimicrobianos (Oltra
Hostalet et al., 2018).

6.5.1. Comparacion antimicrobiana entre sistemas de compositos de PCL

Diversa es la literatura que se ha reportado donde el polimero de PCL ha sido
combinado y electrohilado para crear un sistema con actividad antimicrobiana. Por
ejemplo, Drobrzanski, et al. (2014), report6 un sistema complejo de PCL/AgNOs el cual
present6 actividad antimicrobiana contra Escherichia coli (99.95% de inhibicion con 5%
de AgNOs3) y Staphylococcus aureus (99.93 % de inhibicion con 5% de AgNO3)
(Dobrzanski et al., 2014).

Asi mismo en el mismo afio, también se reportaron fibras de PCL y quitosano que
mostré tener la capacidad para inhibir a la Escherichia coli, evidenciandose un 24.47 mm
de didmetro de inhibicion. Por otro lado, el grupo de Gao, et al. (2014), fabricé compositos
de PCL/ CA/ AgNP utilizando la técnica de electrohilado, donde lograron una inhibicién
del crecimiento bacteriano de la Escherichia coli (99% de inhibicion en 5 minutos y 100%
de inhibicién en 30 minutos) (Gao et al., 2014).

Posteriormente entre 2015 al 2019, varios grupos de investigadores en diferentes
paises estudiaron la capacidad antimicrobiana de fibras de PCL y Gelatina donde Chong,
et al., (2015) al evaluar la capacidad inhibitoria de este sistema observaron un 30% de
inhibicion £ en 1.2 mm de didmetro al evaluarla con Escherichia coli (Chong et al., 2015).
En el caso del grupo de Adeli Sardou, et al. (2018), obtuvieron una mayor capacidad
inhibitoria pero evaluada con Staphylococcus aureus (37.6% de inhibicion + en 0.41mm
de diametro con 10% de acido hennoténico), Pseudomona aeruginosa (ninguno de los
andamios cargados con acido hennotanico tuvo efecto significativo sobre la inhibicion de
esta bacteria) (Adeli et al., 2018). Por udltimo, Ramalingam, et al., (2019), report6
porcentajes de inhibicibn mas bajos que los reportados anteriormente con Escherichia

coli (4.2% *= en 0.8 mm de didmetro), Pseudomona aeruginosa (6.3% + en 1.1mm de
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diametro), Staphylococcus aureus (15.2% * en 3.6 mm de didmetro) (Ramalingam et al.,
2019).

Por otro lado, se han utilizado nanoparticulas de oxido de cobre para buscar un
aumento en la actividad antimicrobiana con bacterias patdgenas. Dichos fibras
poliméricas de PCL/CuONPs mostraron hasta el momento una actividad alta en
comparaciéon a lo reportado con Escherichia coli (37.98% de inhibicion con 200 nM),
Pseudomona aeruginosa (53.96% de inhibicion con 200 mM), Staphylococcus aureus
(13.75% de inhibiciéon con 200 mM) (Mufioz et al.,2019).

Sin embargo, Nejaddehbashi, et al., (2020) logré incrementar esta actividad
antimicrobiana logrando con Staphylococcus aureus (50% de eficacia en 3 dias),
Pseudomona aeruginosa (50% de eficacia en 3 dias). Este éxito lo obtuvo gracias al uso
de Sulfadiazina de plata incorporandola en fibras de PCL (Nejaddehbashi et al., 2020).

En la tabla 12 podemos ver los resultados de los articulos cientificos previamente
mencionados. Cabe mencionar que los porcentajes varian porque el analisis
antimicrobiano en cada una de ellas fue distinto. Por ejemplo, algunos andlisis fueron
realizados con contacto directo, en donde la respuesta de inhibicion fue en minutos, en
otros se incubaron las bacterias (Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y
Staphylococcus aureus) junto con las respectivas fibras y el porcentaje de inhibicion fue

basado en un diametro especifico, y en otras la respuesta fue evaluada en horas y dias.
Tabla 12. Resultados (%) de inhibicion bacteriana de literatura cientifica

Compositos de PCL con:

Bacteria Algas* CuONPs AgNOs; Chitosan AgNP GEL @ SSD GEL GEL
Escherichia coli 60 37.98 99.95 24.47 99 37.6 30 4.2
Pseudomona 60 53.96 50 6.3
aeruginosa
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Staphylococcus 75 13.75 99.93 50 15.2

aureus
*Nuestro estudio.

Dicho esto, podemos realizar una comparacién de cada resultado junto con los
nuestros y podemos ver que los promedios de inhibicion en Escherichia coli (49.15%)
Staphylococcus aureus (50.776%) y Pseudomona aeruginosa (42.565%) son muy
aproximados entre ellos. Analizando dichos promedios tenemos que Escherichia coli y
Pseudomona aeruginosa presenta menor porcentaje de muerte bacteriana que en

Staphylococcus aureus.

Observando los resultados reportados en la tabla 12 se puede decir que el uso de
extractos de algas marinas fue beneficioso en la inhibicion de las bacterias, ya que los
porcentajes obtenidos demuestran que, en cada una su crecimiento se vio afectado por
la presencia de las algas y por ende dentro del &rea de salud es importante para combatir
el desarrollo de infecciones o enfermedades. Comparando cada porcentaje nos podemos
percatar que el estudio realizado en este proyecto presenta mejores porcentajes de
disminucién de crecimiento de la bacteria, a excepcién de los nitratos de plata, en el cual

sus porcentajes eliminaron casi por completo a las bacterias.

Como hemos dicho anteriormente cada bacteria presenta diferente respuesta
dependiendo el tipo de Gram al cual pertenezca. Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa pertenecen a la familia de las Gram negativas y Staphylococcus aureus a las
Gram positivas. La diferencia entre el tipo de Gram se debe a su pared celular, las Gram
negativas aparte de contar con una membrana plasmatica tiene una membrana externa
y en esta se encuentran muchos lipopolosacaridos (LPS). Los LPS estan conformados
por una cadena lateral o también llamada “Antigeno O”, el cual tiene como funcion
principal impedir la entrada de cualquier molécula. Al ser mas compleja la pared celular
de las Gram negativas el paso de cualquier molécula es mas limitado que en las Gram

positivas.
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Por lo tanto, retomando una parte del parrafo anterior junto con los promedios de
porcentaje de inhibicion de cada bacteria con sus respectivas fibras, tenemos que la

muerte de las bacterias Gram positivas es mayor que en las bacterias Gram negativas.

En efecto las algas tienen como ventaja ser parte del medio natural, no son para
nada toxicas y el hecho de estudiarlas no tan sélo genera un impacto en el area
biomédica sino también en el area ambiental y al ser electrohiladas con un polimero
biodegradable hace de este estudio el poder crear productos naturales para el beneficio

del ser humano y de nuestro ecosistema.

Teniendo como conclusién que lo ya mencionado en nuestro analisis antimicrobiano

con nuestras algas, puede ser verificado con literatura cientifica semejante a este trabajo.
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VII. CONCLUSIONES

La técnica del electrohilado es relativamente nueva, pues hasta hace pocos afios se
comenzd a usar, gracias al sin fin de areas en las que puede apoyar. Este trabajo
logro electrohilar el extracto de las algas marinas Colpomenia sinuosa (Cs) y Egregia
menziesii (Em), lo cual resulta muy beneficioso, ya que estas cuentan con una gran
cantidad de compuestos bioactivos que pueden ser utilizados para diferentes fines.
También se obtuvo que algunas de las algas cuentan con fluorescencia, caracteristica
cuya aplicacion puede ser estudiada en una investigacion a futuro. En la prueba
antimicrobiana analizamos que la respuesta de inhibicion de las bacterias depende
del tipo de Gram a las que estas pertenezcan, obteniendo mejores resultados con las
bacterias Gram positivas. Las fibras poliméricas electrohiladas con extractos de alga
marina que presentaron mayor efectividad en la inhibiciébn fueron aquellas

funcionalizadas con la bacteria Staphylococcus aureus.
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