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RESUMEN

Los apositos para heridas se han utilizado para limpiar, cubrir y proteger la herida del entorno
externo. Sin embargo, la eleccion de un aposito adecuado reducira el tiempo de cicatrizacion,
proporcionara una atencion rentable y mejorara la calidad de vida del paciente. Las fibras
electrohiladas han ganado atencion en esta area debido a su variedad de propiedades como la
biocompatibilidad, la biodegradabilidad, las propiedades mecénicas adecuadas y la humedad.
Una propiedad adicional como la bioactividad frente a los microorganismos es siempre deseada,
por ello, el objetivo de este trabajo es proponer un sistema de apdsito para heridas hecho de
nanofibras electrohiladas funcionalizadas de poli (caprolactona)/poli (vinil pirrolidona)
(PCL/PVP) con un nanocompuesto de quitosano/nanocristales de plata/oxido de grafeno
(ChAgG). El material compuesto nanoestructurado ChAgG estd compuesto por Quitosano de
maiz (Ch), nanocristales de plata de ajo (Allium sativum), debido a los diferentes materiales
sulfurosos que los componen (Ag) y Oxido de Grafeno (G), por lo tanto, estas fibras fueron
funcionalizadas con la solucion del nanocompuesto ChAgG mediante la técnica de electrohilado
de mezcla en diferentes proporciones (1, 5 y 10%). Para evaluar sus propiedades de
biocompatibilidad y antibacterianas se realizaron estudios de citotoxicidad con fibroblastos L929
y antibacterianos con las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Mediante
espectroscopia de infrarrojos (FTIR) y a través de la deconclusion de las bandas por
espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) e imagenes por microscopia electronica de
transmision (TEM), se caracterizaron los nanocompuestos por la presencia de los diferentes
elementos que los componen. Por otro lado, los apositos fibrosos resultantes se caracterizaron
mediante microscopia electronica de barrido, para observar la morfologia y obtener datos de los
diametros de las fibras. Se realizaron analisis térmicos (TGA y DSC) y FTIR para evidenciar la
incorporacion de ChAgG en/sobre la matriz polimérica de la fibra. Las propiedades mecanicas
indicaron que las fibras con un 5% de la formulaciéon de ChAgG fueron la formulacion mas
interesante y la mejor candidata para aplicaciones de apoésitos. Estos resultados conducirdn a un
aposito optimizado con propiedades antimicrobianas que pueda competir en el mercado actual.

En la figura 1 podemos observar las nanofibras fabricadas con una magnificacion de SKX.
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Figura 1. Nanofibras electrohiladas PCL/PVP-ChAgG.

Palabras clave: Electrohilado, aposito para heridas, Quitosano, Nanocristales de Plata, Grafeno.

I.- INTRODUCCION

La piel es el 6rgano mas importante del cuerpo humano y la primera barrera contra los
patdgenos externos (Liu X. et al., 2021), es el mas expuesto a diversas alteraciones, como
heridas, arafnazos y quemaduras. Sin embargo, las quemaduras son una de las principales causas
de dafios en la piel. Segun las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud, cada afo
mueren casi 180,000 personas en todo el mundo a causa de las quemaduras (Organizacion
Mundial de la Salud & Stoica et al., 2018, 2020). En las quemaduras graves, las células y los
vasos sanguineos suelen lesionarse y el suministro de sangre a la herida se ve alterado. Muchos
factores, como la oxigenacion, la infeccidon, el envejecimiento, las hormonas y la nutricion,

pueden influir en la progresion de las quemaduras e interrumpir la reparacion con la liberacion



desequilibrada de diversos factores de crecimiento y citoquinas. Se han aplicado diferentes
enfoques de tratamiento, como apdsitos y sustitutos de la piel, para ayudar a la cicatrizacion de
las heridas. Un conocimiento profundo de los factores efectivos en las quemaduras puede

mejorar los resultados de la curacion de las heridas (Roshangar et al., 2019).

La cicatrizacion de las heridas es un proceso complicado y dinamico de regeneracion de
los tejidos y remodelacion. Aunque la piel puede experimentar cierto grado de reparacion
espontanea, la infeccion bacteriana ha sido siempre la principal razon que dificulta la
cicatrizacion de las heridas. En el caso de una herida infectada, no s6lo interrumpira el proceso
normal de cicatrizacion, sino que también provocard la deformacion del tejido de la herida,
causando un gran dolor al paciente, es por esto que los apositos desempefian un papel esencial en
el tratamiento de la cicatrizaciéon de las heridas. Protegen la herida de los factores de riesgo
externos y aceleran el proceso de cicatrizacion. Basandose en el mecanismo de cicatrizacion de
la herida, un apdsito ideal deberia absorber el exceso de exudado, proteger la herida de la
infeccion microbiana, mantener un entorno de cicatrizacion humedo, facilitar el intercambio de
gases, no ser toxico, biocompatible, no adherirse a la herida, ser facil de colocar y retirar,

promover la angiogénesis y la regeneracion de los tejidos. (Liu X. et al., 2021)

En las ultimas décadas se han explorado diversos apositos para heridas, como
hidrocoloides, hidrogeles, esponjas, espumas, peliculas y micro y nanofibras. La elevada relacion
superficie-volumen, la gran similitud con la estructura bioldgica de la matriz extracelular, la alta
porosidad y el tamafio muy pequefio de los poros son algunas de las ventajas de las nanofibras
que se han convertido en posibles candidatas para las aplicaciones de curacion de heridas. Para
fabricar las nanofibras el electrohilado es el método mas deseable debido a la posibilidad de

producir nanofibras independientes, accesibles y controlables (Mona et al., 2022).

Por consiguiente, las membranas nanofibrosas fabricadas mediante la técnica de
electrohilado han despertado un gran interés en el desarrollo de apositos multifuncionales para
heridas, debido a sus capacidades para encapsular y proteger una variedad de sustancias
bioactivas. Ademas, estos andamios nanofibrosos ofrecen todas las caracteristicas desecables de
un aposito para heridas ya que podrian imitar la estructura de la Matriz Extracelular (ECM) y
promover la adhesion, la proliferacion y la migracion de las células, por lo que se convierten en

materiales ideales para apdsito de heridas (Khan & Lan et al., 2020, 2021).



Ademéds, la técnica de electrohilado ha cobrado mucha importancia y es la técnica
preferida, ya que es relativamente fécil, rentable y es aplicable para producir fibras ultrafinas con
una produccion escalonada sencilla que no es facil de conseguir con otras técnicas
convencionales de formacion de fibras (Pillay et al., 2013). Ademads, la nanofibra producida
mediante esta técnica ofrece propiedades excepcionales, como una elevada relacion
superficie/volumen, flexibilidad, alta porosidad y una mejor relacion de aspecto, lo que la hace

adecuada para diversas aplicaciones como lo es la ingenieria de tejidos. (Utkarsh et al., 2020)

Los apdsitos tradicionales, como las vendas y las gasas, aunque son muy absorbentes y
eficaces para las heridas secas o leves con exudado, requieren una aplicacion regular, por lo que
pueden causar dolor al cambiar el apdsito. Ademas, tienen escasas propiedades adhesivas y no
pueden proporcionar suficiente drenaje a la herida. En este sentido, la normalizacion del proceso
de cicatrizacion en las heridas crdonicas es una tarea extremadamente urgente de la sanidad
publica y requiere la creacion y aplicacion de apdsitos asequibles para los pacientes con heridas

cronicas (Brumberg et al., 2021).

A pesar de todo, el principal problema a resolver son las infecciones bacterianas en las
heridas cronicas. Por lo cual las nanofibras electrohiladas ofrecen una solucion prometedora para
el tratamiento de la cicatrizacion de heridas, y existen numerosas opciones para cargar

compuestos antibacterianos en las redes de nanofibras (Gul et al., 2021)

En trabajos previos, se ha demostrado que los andamios fibrosos de PCL/PVP 85:15 y
PCL/PVP cargados con Ag-Si/Al,0; no son toxicos, son flexibles, tienen actividad antibacteriana
(bacterias Gram-negativas Pseudomona aeruginosa y Escherichia Coli; Gram-positivas
Staphylococcus aureus y el hongo Candida albicans) ademas de que pueden absorber y retener
agua. Estos componentes fueron eficaces para hacer utilizados como apdsitos para heridas,
generando una curacion efectiva en la misma. La biocompatibilidad se evalu6 en fibroblastos

HFF-1 tras 24 h de exposicion (Alvarez-Suarez, et al., 2020)

La mezcla de quitosano, nanoparticulas de plata y grafeno ha sido investigada
previamente demostrando una gran capacidad para aplicaciones biomédicas (Wan et al., 2013).
El quitosano es biodegradable, no es toxico y favorece la cicatrizacion de las heridas (Matica et
al., 2019), las nanoparticulas de plata (AgNPs) confieren propiedades antibacterianas,

antiinflamatorias y antiangiogénicas (Singh et al., 2014) y el grafeno también confiere propiedad
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auto-antibacteriana y propiedad antibacteriana en combinaciéon con diferentes sustancias,

excelente propiedad mecénica, conductividad y biocompatibilidad (Su y Liu, 2019).

Por lo tanto en este trabajo se busca fabricar nanofibras con una matriz polimérica de
PCL/PVP y funcionalizarlas con un compuesto antibacteriano (ChAgG) mediante la técnica de
electrohilado, a su vez se busca caracterizarlas y probar sus propiedades antibacterianas,
citotdxicas, morfologicas, fisicoquimicas y mecanicas para crear un potencial aposito cutdneo

para heridas y que cuente con las caracteristicas ideales.

II.- MARCO TEORICO

2.1.- Heridas y grados de quemaduras

La piel, que es el 6rgano mas grande en superficie, tiene varias funciones, entre ellas la
proteccion del medio ambiente, la regulacion de la temperatura y la adaptacion de los recorridos
del cuerpo durante el movimiento. Este tejido estd formado por varias capas, cada una de ellas
con varios componentes, lo que hace que sea mecdnicamente complicado. Las propiedades
mecanicas de la piel son importantes para diversas aplicaciones cosméticas, clinicas y
biomecanicas. La piel es una estructura organizada que consta de tres capas principales,
denominadas epidermis, dermis e hipodermis (o subcutis) (Figura 2). La capa superior de la piel
se denomina epidermis, que tiene un grosor aproximado de 75-150 mm y est4 formada por cuatro
subcapas; el estrato espinoso, el estrato basal, el estrato granuloso y el estrato corneo. La segunda
capa es la dermis, que es un tejido fibroso denso. La dermis es un tejido conectivo
moderadamente denso que comprende tres proteinas fibrosas como lo son el colageno, elastina y
cantidades minimas de reticulina, asi como una matriz de soporte o sustancia basica. La tercera
capa es la hipodermis (también llamada grasa subcutanea o subcutis), formada principalmente
por células adiposas. Funciona como capa aislante y de amortiguacion y constituye

aproximadamente el 10% de la masa corporal (Joodaki et al., 2018)

Las heridas se definen como deformidades cutaneas o discontinuidades tisulares
provocadas por lesiones fisicas o térmicas, o por dolencias subyacentes. Dada la naturaleza y la

duracion del proceso de cicatrizacion, las heridas suelen dividirse en agudas y crénicas (Wang E.
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et al., 2019). Las heridas agudas incluyen principalmente lesiones mecénicas, lesiones quimicas,
quemaduras superficiales y heridas quirargicas, etc. El proceso de cicatrizacion sigue el ciclo
normal de curacion de las heridas. Sin embargo, las heridas cronicas se refieren a aquellas que no
pueden pasar por un proceso de curacion ordenado y que han estado abiertas durante mas de un
mes. Las causas de las heridas cronicas varian, y estan relacionadas principalmente con ciertas
enfermedades especificas (como la diabetes). Son notorias por la terrible incidencia de ulceras, y
son susceptibles de infeccion por bacterias inflamatorias que afectan a la reparacion de la herida.
En todo el mundo, las heridas cronicas suponen una pesada carga para los pacientes y los

sistemas sanitarios (Liu et al., 2021).

Epidermis

Dermis

C)%%Q 8%8%;@% } Hipodermis

Figura 2. Estructura de la piel. Epidermis, dermis, hipodermis.

La base de la clasificacion de las quemaduras es la profundidad. Cuando se examina una
quemadura, hay cuatro componentes necesarios para evaluar la profundidad: aspecto, escaldado
a la presion, dolor y sensacion. Las quemaduras pueden clasificarse por su grosor segun los
Criterios Americanos de Quemaduras utilizando esos cuatro elementos. Las quemaduras suelen
ser un proceso dindmico. Algunas quemaduras, especialmente las de espesor parcial, pueden

progresar durante 2 a 4 dias, alcanzando su punto maximo al tercer dia. (Everes et al., 2010)
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1. Las quemaduras de primer grado se limitan a la capa externa o epidermis de la piel. La
piel suele aparecer roja y seca y es muy dolorosa al tacto. La curacion se produce en 3-5
dias.

2. Las quemaduras de espesor parcial o de segundo grado se clasifican a su vez en
quemaduras de espesor parcial superficiales y profundas.

2.1.  Una quemadura de espesor parcial superficial se extiende hasta la dermis
papilar superficial y tiene un color rojo con una importante exudacién y ampollas.
También palidece cuando se aplica presion y puede tardar entre 2 y 3 semanas en
curar.

2.2. Las quemaduras profundas de espesor parcial se extienden a la dermis
reticular y aparecen amarillas o blancas y secas y pueden tardar mas de 3 semanas
en curar. Estas quemaduras son extremadamente dolorosas; sin embargo, en
algunos casos, la sensibilidad en el espesor parcial profundo puede disminuir.

3. Las quemaduras de espesor total o de tercer grado se extienden por todo el espesor de
la dermis. Pueden tener un aspecto seco, correoso, negro o blanco y suelen ser indoloras
ya que los nervios pueden estar destruidos. No palidecen bajo presion.

4. Las quemaduras de cuarto grado se extienden por todo el espesor de la piel,
incluyendo la grasa y el tendon subyacente, el musculo y el hueso. También aparecen

carbonizadas y negras.

Existen varios métodos para determinar la profundidad de las quemaduras, como los
colorantes vitales, las biopsias de tejido y los ultrasonidos, que son capaces de detectar las
células muertas o colageno desnaturalizado. (Toussaint et al., 2014). En la Tabla 1. Se muestra la

clasificacion de las heridas por profundidad.
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Tabla 1. Clasificacion de las quemaduras segun su profundidad.

Grado/Profundi Etiologia Capa de piel Dolor Tiempo de
dad involucrada curacion

Superficial (ler Exposicion al Epidermis Moderado- 3-5 dias
grado) sol, liquidos severo

calientes con

poca viscosidad
Espesor parcial Liquidos Dermis papilar Severo 2-3 semanas
superficial (2do calientes,
grado) compuestos

quimicos.
Espesor parcial Llamas, Dermis reticular Minimo >3 semanas
profundas (2do  quimicos,
grado) eléctricos,

liquidos

calientes con alta

viscosidad.
Espesor total Llamas, Todo el espesor No >8 semanas
(3er grado) quimicos, de la piel

explosion,

autoinmolacion

2.2.- Compuesto de la solucion PCL/PVP-ChAgG

El PCL es un poliéster alifatico lineal. Es un polimero hidrofébico, semicristalino (50%),
biocompatible y de degradacion relativamente lenta (Mondal, D. et al., 2026). Es conocido por
su durabilidad en diversas aplicaciones biomédicas; tiene una resistencia mecanica adecuada a
granel, buena procesabilidad, altamente modificable y biodegradable (L1, X. et al., 2018). E1 PCL
es biocompatible y tiene leves reacciones indeseables en el huésped. Sin embargo, el PCL tiene
una pobre adhesion y proliferacion celular debido a su hidrofobicidad, inadecuada
humectabilidad y falta de grupos funcionales bioactivos. Por ello, muchos han puesto en practica
la idea de combinar el polimero sintético duradero con un polimero natural respetuoso con las

células. Los polimeros naturales tienen caracteristicas mas parecidas a la matriz extracelular
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(ECM) nativa. Los polimeros naturales proporcionan varios grupos funcionales bioactivos para

favorecer la adhesion, la proliferacion y la infiltracion de las células (Lim, W. L. et al., 2021).

El PCL es un poliéster alifatico semicristalino sintetizado por polimerizacion de apertura
en anillo de la caprolactona (Figura 3). Es completamente degradable mediante actividades
enzimaticas. Dependiendo de su peso molecular, el PCL puede ser un sélido ceroso (Mw inferior
a varios miles) (PCL ceroso se suele utilizar como aditivo o co-componente) o un polimero

solido (Mw superior a 20,000) (Jiang, L. et al., 2017).

El PCL no es degradado por enzimas en el cuerpo humano o animal debido a la falta de
enzimas adecuadas, pero puede ser degradado por microorganismos (bacterias y hongos) ya que
la columna vertebral del polimero tiene enlaces de éster que son hidrolizables. La hidrdlisis
también puede producirse en condiciones in vitro e in vivo, aunque el ritmo de degradacién es
lento. La ROP de la e-caprolactona (e-CL) se lleva a cabo seglin cuatro mecanismos principales
diferentes: cationico, anionico, activado por mondémeros y polimerizacion de apertura de anillo
por coordinacion. El 2-etilhexanoato de estafio (II) (u octoato de estafio) es un catalizador
representativo de alta eficacia y baja toxicidad, que se ha utilizado con frecuencia en la
polimerizaciéon de apertura de anillos (ROP) de la e-caprolactona (e-Cl) (Mondal, D. et al.,
2026).

Catalizador Metalico

Catalizador Organico
—— j - O (L

Catalizador Enzimatico

Figura 3. Polimerizacion de apertura en anillo de la caprolactona
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La polivinilpirrolidona (PVP) (Figura 4.) es un polimero sintético obtenido por
polimerizacion radical del mondémero N-vinilpirrolidona. No es toxico, no es i6nico, es inerte, es
resistente a la temperatura, es estable al pH, es biocompatible y muestra una afinidad compleja
por los farmacos tanto hidrofilicos como hidrofobicos. Es un polimero soluble en agua

disponible en diferentes grados con diferente peso molecular y viscosidad (Kurakula, M. et al.,

2020)

Grupo carbonilo

Atomds de Hidrogeno

Figura 4. Estructura quimica del PVP.

2.2.2.- Quitosano

El quitosano, como polimero cationico derivado de la quitina, es un polisacarido de
revestimiento compuesto por [ (1-4) d-glucosamina enlazada con grupos N
-acetil-d-glucosamina localizados al azar (Figura 5.), que puede acelerar significativamente la
reepitelizacion. Teniendo en cuenta su biocompatibilidad y degradabilidad, el quitosano ha
atraido enormes esfuerzos para disefiar y desarrollar varios biomateriales basados en quitosano
con diferentes estructuras para diversas aplicaciones. Los grupos aminos del quitosano se
protonan facilmente y dotan al polimero de un efecto bactericida intrinseco. Sin embargo, el
quitosano por si mismo presenta una solubilidad y una propiedad antibacteriana limitadas. Una

vez combinados con otros agentes antibacterianos, los materiales a base de quitosan suelen
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presentar actividades antibacterianas sinérgicas con mayor especificidad y eficacia (Liang, Y. et

al., 2022).

OH

HO e O
NH-

Figura 5. Estructura quimica del Quitosano.

La presencia de grupos hidroxilo y amino en el Ch facilita su modificacion estructural
para generar nuevas propiedades que proporcionen funciones bioldgicas tinicas, especialmente la

aplicacion de curacion de heridas (Behera, S. S. et al. 2017).

Kurakula, M. et al., (2020) declar6 que a valores bajos de pH, los grupos aminos estan
cargados positivamente debido a la protonacidon, por lo que, el quitosano puede ser un
polielectrolito catidonico soluble en agua. Sin embargo, cuando el pH aumenta por encima de 6,
los grupos aminos de los residuos de quitosano se desprotonan y el biopolimero pierde su carga,

lo que da lugar a un polimero insoluble.

A continuacién se muestran algunas de las propiedades quimicas y biologicas del Quitosano en

la Tabla 2.
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Tabla 2. Propiedades quimicas y biologicas del Quitosano. Reportada por Jiménez-Gomez, C. P

et al., 2020.

Propiedades quimicas

Propiedades biolégicas

(biocompatibles)
Posibilidad de formar enlaces de hidrégeno Bioadhesividad
intermoleculares: alta viscosidad.
Existencia de grupos reactivos para la activacion No toxico
quimica y reticulacion
Insoluble en agua y disolventes organicos, pero soluble Biodegradable
en soluciones acidas acuosas diluidas.
Agente floculante (actia con moléculas de carga Absorbible

negativa)

Biopolimero cationico con alta densidad de carga (una
carga positiva por residuo de glucosamina)

Actividad antimicrobiana (Hongos,
bacterias, virus)

Propiedades de atrapamiento y absorcion (filtracion y
separacion).

propiedades antidcidas,
antiulcerosas y antitumorales

Capacidad de formacion de peliculas (materiales
adhesivos para el aislamiento de biomoléculas)

Anticoagulantes de la sangre

Actividad hipolipodermica

2.2.3.- Plata nanoestructurada

Las NPs de Ag son agrupaciones de atomos de Ag cuyo diadmetro oscila entre 1 y 100 nm
y estan despertando interés ya que sus caracteristicas mds innovadoras estan asociadas a sus
mayores propiedades antimicrobianas [4-6]. Debido a estas propiedades antimicrobianas, las NPs
de Ag son actualmente las mas utilizadas en aplicaciones industriales y de consumo (Behra, R. et

al., 2013).
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Zhang, X. et al (2016) coment6 que con el fin de abordar la cuestion de la seguridad para
utilizar todo el potencial de cualquier nanomaterial en el proposito del bienestar humano, en las
nanomedicinas, o en la industria de la salud, etc., es necesario caracterizar las nanoparticulas
preparadas antes de la aplicacion: ya que los rasgos caracteristicos de los nanomateriales, como
el tamafio, la forma, la distribucion del tamafio, la superficie, la forma, la solubilidad, la

agregacion, etc., deben ser evaluados antes de valorar la toxicidad o la biocompatibilidad.

La actividad bioldgica de las AgNP depende de factores como la superficie quimica, el
tamafio, la distribucion del tamafio, la forma, la morfologia de la particula, la composicion de la
particula, el recubrimiento/tapado, la aglomeracion y la velocidad de disolucidn, la reactividad
de la particula en solucion, la eficiencia de la liberacion de iones y el tipo de célula, y el tipo de
agentes reductores utilizados para la sintesis de las AgNP son un factor crucial para la
determinacion de la citotoxicidad. Las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas mejoran
la biodisponibilidad de los agentes terapéuticos tras su administracion tanto sistémica como local
(Jo, D. H. et al., 2015) y, por otro lado, pueden afectar a la captacion celular, la distribucion
biologica, la penetracion en las barreras biologicas y los efectos terapéuticos resultantes (Duan,
X. et al., 2013). Por lo tanto, el desarrollo de AgNPs con estructuras controladas y uniformes en
tamano, morfologia y funcionalidad es esencial para diversas aplicaciones biomédicas Zhang, X.

et al (2016).

2.2.4.- Grafeno

El grafeno (el primer material 2D ligero similar al papel) es un atomo de carbono
hibridado sp2 que se organiza estrechamente en estructuras hexagonales para formar una
monocapa 2D de estructura grafitica analoga a un hidrocarburo aromatico policiclico de tamaio

casi infinito (Al-Dhahebi A.M. et al 2020)

Ha ganado un inmenso interés en varios campos debido a sus propiedades
electroquimicas Unicas que incluyen alta conductividad térmica, alta corriente, densidad, inercia

quimica, transmitancia Optica y muy alta hidrofobicidad (Priyadarsini, S. et al 2018).

El GO se obtiene a partir de una forma altamente oxidada de la molécula de grafeno
utilizando muchos agentes oxidantes fuertes. En particular, el GO, debido a su excelente

funcionalidad superficial, anfifilicidad, aspecto acuoso, capacidad de apagar la fuorescencia y
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propiedad de dispersidon Raman mejorada en superficie, se exfolia quimicamente a partir de otros
derivados del grafeno. Estas caracteristicas excepcionales del GO se deben a los pequefios
dominios de carbono sp2 que estan encerrados por dominios sp3 y a los grupos funcionales
hidrofilicos que contienen oxigeno debido a su estructura quimica distintiva (Priyadarsini, S. et

al 2018).

El GO tiene unas propiedades fisicas y quimicas intrinsecas unicas. Algunas de las
propiedades quimicas son la gran superficie, la funcionalidad que contiene el oxigeno, la mejor

conductividad y la buena biocompatibilidad.

La biocompatibilidad y la rdpida funcionalizacion hacen del grafeno una plataforma
segura en la ingenieria de tejidos, la administracion de farmacos moleculares, el tratamiento del

cancer, la biodeteccion y la bioimagen (Pefia-Bahamonde, J. et al., 2018).

El GO es una forma excelente de grafeno que tiene un carbono simultineamente
hidrofébico con enlaces sp2- y sp3- y abundantes grupos de acido carboxilico, epoxido e
hidroxilo, especialmente en el borde y en los defectos de la nanohoja, formando asi un coloide
anfifilico en forma de hoja. El GO, debido a sus abundantes grupos residuales sp2- e hidroéfilos,
puede formar una suspension estable en disolventes acuosos y en varios disolventes polares y
formar interacciones m-m con moléculas aromaticas. Ademads, los grupos quimicos polares, el
acido carboxilo, el epoxido y el hidroxilo en el plano basal permiten que el GO sufra
interacciones débiles, por ejemplo, fuertes interacciones electrostaticas o enlaces de hidrogeno y
complejos de iones metdlicos que también proporcionan abundantes grupos quimicamente
reactivos para el injerto/anclaje superficial de polimeros y/o nanoparticulas (Al-Dhahebi A.M. et

al 2020).

2.3.- Apésitos

El apdsito es un elemento esencial del cuidado estandar de las heridas (Obagi Z. et al.,
2019), se han utilizado para limpiar, cubrir y proteger la herida del entorno externo. Basdndose
en el mecanismo de cicatrizacion de heridas, un apdsito ideal deberia tener los siguientes
atributos; absorber el exceso de exudado; proteger la herida de la infeccidn microbiana; mantener

un entorno de cicatrizacion hiimedo en el lugar de la herida; facilitar el intercambio de gases; no
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ser toxico, biocompatible y degradable; no adherirse a la herida, ser facil de colocar y retirar;

promover la angiogénesis y la regeneracion de tejidos (Liu et al., 2021) (Bueno J. et al 2017).

En las ultimas décadas se han explorado diversos apdsitos para heridas, como
hidrocoloides, hidrogeles, esponjas, espumas, peliculas y micro y nanofibras. La elevada relacion
superficie-volumen, la gran similitud con la estructura bioldgica de la matriz extracelular, la alta
porosidad y el tamafio muy pequefio de los poros son algunas de las ventajas de las nanofibras
que se han convertido en posibles candidatas para las aplicaciones de curacion de heridas (Mona

S. etal., 2022)

Ademas, la estructura tnica del pequefio tamafio de los poros y la alta porosidad de la
membrana de nanofibras puede proteger la herida de la infeccion de patdgenos y garantizar el
libre transporte de moléculas de gas y liquido. Al mismo tiempo, se ha llevado a cabo una gran
cantidad de investigaciones, combinando las caracteristicas ajustables de las propiedades fisicas

y mecéanicas para que destaque entre los biomateriales (Liu et al., 2021).

2.3.1.- Tipos de apositos

Los apositos tradicionales utilizan principalmente gasas, pelusas y vendas como apositos,
que son los mas utilizados. Sin embargo, no absorben ni drenan el exudado de la zona de la
herida sin problemas durante su uso, y no pueden mantener un entorno de curacién himedo. La
estructura porosa de la superficie no puede impedir la invasion de bacterias externas y promovera
la migracion de bacterias al lugar de la herida en un entorno humedo. Es facil que se adhiera al
exudado de la herida durante su uso, por lo que causard un dafio secundario a la piel cuando se

sustituya (Tang et al., 2019).

En comparacion con los apdsitos tradicionales, los apositos modernos para heridas tienen
mejor biocompatibilidad, retenciéon de humedad y degradabilidad Los apositos modernos
estindar de gama alta incluyen apoésitos de pelicula, espuma, hidrocoloides, hidrogeles y
alginato, que proporcionan un efecto curativo mas eficaz que los apdsitos tradicionales (Dhivya

etal., 2019)
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La pelicula es un adhesivo transparente de poliuretano o polimero sintético, ligero, fino y
elastico. La superficie transparente puede permeabilizar no so6lo el vapor de agua y el oxigeno,

sino que también es conveniente para observar la curacion de la herida (Shi C. et al., 2020)

Los apdsitos de espuma suelen estar compuestos por una capa polimérica hidrofilica y
una capa absorbente de poliuretano hidrofébica. La capa de polimero es permeable al gas y
semipermeable a los fluidos. La estructura de la capa interna se utiliza para absorber el exudado,
y la capa externa se utiliza para evitar que la herida se seque y para impedir que la invadan las

bacterias (Nuutila K. et al., 2021).

El apdsito hidrocoloide es un nuevo tipo de aposito para heridas ampliamente utilizado en
la practica clinica, que estd fabricado con materiales poliméricos a base de agua o glicerina. Tras
absorber el liquido, se hinchard para formar un gel, y el aposito se ablandara (Weller C. et al.,

2020).

Los apositos de hidrogel son redes poliméricas reticuladas hechas de materiales a base de
carbohidratos, que pueden fabricarse en varios grosores y se utilizan ampliamente en la

administracién de farmacos y la reparacion de tejidos (Palmese L. et al., 2019).

Los apositos de alginato son un aposito preparado con diferentes tipos de polisacaridos de
algas marinas o de algas. Tiene una gran capacidad de absorcién de liquidos y favorece el
desbridamiento autolitico para ablandar y eliminar el tejido necrético. Se suele utilizar en heridas
cronicas con mucho liquido exudado, quemaduras profundas y heridas quirurgicas que requieren

hemostasia (Varaprasad K. et al., 2020).

Como nuevo tipo de aposito para heridas, los apositos bioactivos se utilizan para acelerar
la curacion de varios tipos de heridas. Estos apositos estan compuestos por diversos polimeros,
como la gelatina, la fibroina de seda, el quitosano y el alginato, entre otros, y se aplican en forma
de espuma, esponja, pelicula, hidrogel y membrana de nanofibras. Se afiaden sustancias
bioldgicamente activas como farmacos antibacterianos, factores de crecimiento, nanoparticulas y
productos naturales para obtener actividad antibacteriana, promover la actividad de los
fibroblastos y la migracién de las células endoteliales. En resumen, el desarrollo de apositos
bioactivos funcionalizados es un paso crucial en el desarrollo de apositos para heridas (Liu et al.,

2021). El material de base polimérica se utiliza habitualmente en las sintesis de apositos e
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incluye materiales sintéticos y naturales. Mientras que los primeros despiertan entusiasmo por su
evidente potencial de flexibilidad en la produccion, los segundos resultan atractivos por su

seguridad y por ser respetuosos con el medio ambiente (Asanarong O. et al., 2020).

A continuacion, se muestra un diagrama de la clasificacion de los apositos cutaneos en la Figura

6.

n! n! n

Tradicionales Modernos Bioactivos
— Gasas — Peliculas — Espuma
. —_— —_—
— Pelusas —< Espuma — Esponga
— ) )
—  Vendas —  Hidrogel —  Peliculas
—— ———— N
R —
— Hidrocoloides —  Hidrogel
e———— ———
——————— —_——
—  Alginato — Nanofibras
) _

Figura 6. Clasificacion de los apdsitos cutaneos.

2.3.2.- Aplicaciones de las Membrana fibrosas electrohiladas
Las nanofibras electrohiladas se pueden clasificar segin su aplicacion, entre ellas
tenemos aplicaciones ambientales, biomédicas/sanitarias y energéticas/sensores. En la Tabla 03.

se pueden observar algunos ejemplos de estas aplicaciones:
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Tabla 3. Aplicaciones de nanofibras electrohiladas.

Membranas de separacion y purificacion de aguas

Ambientales residuales (Topuz F. et al., 2019).

Filtracion de aire (Zhu M. et al., 2017).

Ingenieria de tejidos (Garcia-Orue et al., 20219).

Biomédicas y sanitarias
Liberacion de farmacos (Garcia-Orue et al., 20219).

Medicina regenerativa (Duan Y. et al., 2021).

Energéticos y sensores Catalizadores resistentes a envenenamientos (pilas de

combustibles) (Toriello M. et al., 2020).

Las nanofibras electrohiladas suponen una revolucion en la depuracion del agua y las
aguas residuales al ofrecer un proceso ligero, rentable y de menor consumo energético en
comparacion con las membranas convencionales. Las nanofibras electrospun con alta eficiencia
de filtracion, pequefio tamafo de poro, alta permeabilidad y bajo coste son el material elegido
para la aplicacion de la filtracion. La estructura de las nanofibras electrospun es muy
prometedora en términos de permeabilidad, selectividad y bajo ensuciamiento (Tlili I. et al.,

2019).

Las nanofibras electrohiladas se han investigado ampliamente en el campo de la
biomedicina y la ingenieria de tejidos debido a sus interesantes propiedades y a su versatilidad
para ser disefiadas en diversas morfologias. En la ingenieria tisular, los andamios se utilizan

como soporte para regenerar los tejidos dafiados (Toriello et al., 2020).
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En el ambito de la medicina regenerativa, se han disefiado y fabricado andamios fibrosos
poliméricos en 2D y 3D para la regeneracion o reparacion de diversos tejidos, como el hueso, la
piel, los nervios, el corazon, los vasos sanguineos y el sistema musculoesquelético, adaptando las
propiedades estructurales y funcionales, como el diametro y la alineacion de las fibras, la
porosidad, el apilamiento, el modelado, los grupos funcionales de la superficie, las propiedades

mecanicas y la biodegradabilidad (Duan Y. et al., 2021).

El sector energético lleva afios investigando y mejorando su tecnologia para proporcionar
una energia mas limpia y rentable. Las nanofibras forman parte de la mejora de las diferentes
tecnologias energéticas. Las membranas de nanofibras se han utilizado como catalizadores para
proporcionar alta actividad, alta durabilidad y alta resistencia al envenenamiento para las pilas de
combustible y pueden utilizarse como electrodos para las baterias de iones de litio para mejorar

su capacidad y rendimiento (Tijing L. et al., 2017).

2.4.- Electrohilado

El electrohilado es una de las tecnologias madas versatiles, sencillas y eficaces en
comparacion con la polimerizacion de plantillas y la pulverizacion de masa fundida. También es
el tnico método para la produccion a gran escala de nanofibras continuas en la industria. El
electrohilado también tiene las ventajas de una amplia gama de materias primas disponibles, un

proceso sencillo, un didmetro de fibra pequefio y una alta porosidad (Guo Y. et al., 2022).

La técnica de electrohilado implica un proceso electro-hidrodinamico, durante el cual una
gota de liquido se electrifica para generar un chorro, seguido de un estiramiento y alargamiento
para generar fibras. El montaje de la electrohilatura comprende cuatro componentes esenciales;
una hilera con una aguja metalica (una aguja hipodérmica con punta roma) y un tubo capilar, un
inyector, una fuente de alimentacion de alto voltaje con dos electrodos los cuales son conectados
a la salida de la aguja metdlica y otro directo al colector, y el colector metalico conectado a tierra

(conductor) (Xue J. et al., 2019).

El procedimiento de electrohilado puede dilucidar sobre la base de cuatro etapas

principales que son la electrificacion, el inicio y la extension del chorro, la inestabilidad de la
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flexion y el alargamiento posterior, y la solidificacion del chorro en fibras. El didmetro y la
morfologia desempefian un papel esencial en la construccion de fibras y estan controlados por los
parametros del proceso (voltaje aplicado, distancia de recepcion y velocidad de alimentacion),
las condiciones de la solucidn y el disolvente (viscosidad, concentracion, conductividad, tension
superficial, volatilidad) y las condiciones ambientales (humedad, temperatura, presion)

(Al-Dhahebi A. et al., 2020).

2.4.1.- Proceso

En el caso del electrohilado en solucidn, primero, debido a la tension superficial de la
solucion, se forman gotas en la hilera con carga inducida en la superficie. Cuando la fuerza
electrostatica es equivalente a la tension superficial de la solucion, la gota cambia de forma
semiesférica a forma conica, lo que se denomina cono de Taylor. Cuando la fuerza electrostatica
es mayor que la tension superficial, la solucién puede superar la tension superficial y formar
chorros. En el proceso de llegar al dispositivo de recogida, la fuerza electrostatica hace que los
chorros se estiren y el disolvente se evapore, dejando solo las fibras solidas. El dispositivo de

recogida puede recoger las fibras solidas con complejos (Figura 7.) (Guo Y. et al., 2022).

En general, el proceso de electrohilado puede dividirse en cuatro pasos consecutivos (1)
carga de la gota liquida y formacion de un chorro en forma de cono Taylor o cénico; (2)
extension del chorro cargado a lo largo de una linea recta; (3) adelgazamiento del chorro en
presencia de un campo eléctrico y crecimiento de la inestabilidad de flexion eléctrica (también
conocida como inestabilidad de latigo); y (4) solidificacion y recogida del chorro como fibras

solidas en un colector conectado a tierra (Xue J. et al., 2019).
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Cono de Taylox
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. superficial

Campo eléctrico

Nanofibras

Solucién polimérica - LR Colector

Evaporacion del disolvente

Bomba de inyeccion Fuente de voltaje

Figura 7. Proceso de electrohilado y cono de Taylor.

2.4.1.1.- Formacion del cono de Taylor

El cono de Taylor se forma debido al equilibrio entre la gravedad y el potencial
geométrico producido por la superficie del cono. Cuando se aplica un campo electrostatico, el
cono se prolonga hasta convertirse en un semielipsoide aproximado, y cuando la fuerza
electrostatica alcanza un valor umbral que es suficiente para superar la tension superficial del

cono, un chorro o multiples chorros son expulsados del cono (He J. et al., 2020).

En otras palabras, 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 (Gonzales Molfino H. et al., 2020).
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Suponiendo que el liquido de la gota es un conductor perfecto, la presion electrostatica
(pe ) que acttia sobre la superficie de la gota por el campo eléctrico externo puede calcularse
como pe = €E 2 /2, donde € es la constante dieléctrica del medio que rodea la gota y E es la
intensidad del campo eléctrico. La presion capilar (pc) causada por la tension superficial se
define mediante la ecuacion de Young-Laplace de la siguiente forma: pc = 2y/r, donde vy es la
tension superficial y r es el radio medio de curvatura de la superficie, que puede representarse
por el radio interior de la hilera. Cuando el campo eléctrico alcanza una intensidad adecuada a un
voltaje critico (Vc), superara a pc; es decir, la repulsion electrostatica serd lo suficientemente
fuerte como para superar la tension superficial. En consecuencia, la gota se deformara en forma
conica. En este caso, el voltaje critico (Vc) puede calcularse mediante la siguiente ecuacion (Xue

J. etal., 2019).

ve' = 4hi (In(Z) — 2)(1.31Ry)(0.09) (1)

donde H es la distancia entre la punta de la hilera y el colector, h es la longitud de la
hilera y R es el radio exterior de la hilera. Las unidades de H, h y R estdn en centimetros,
mientras que las unidades de y es dyn/cm y la unidad de la tension en kV. El factor 1,3 se deriva
de 2c0s49.3° al considerar que el cono tiene un angulo semi vertical cercano a un posible valor
de equilibrio de 49,3°.22 Durante el proceso de electrohilado, el voltaje critico necesario para
generar una forma conica para la gota depende de las propiedades del liquido. Cuando se utiliza
un liquido viscoso, el voltaje debe alcanzar un valor critico capaz de generar una repulsion
electrostatica lo suficientemente fuerte como para superar la tension superficial més la fuerza

viscoelastica del liquido (Xue J. et al., 2019).

A continuacion, se muestran las inestabilidades de flexion del cono de Taylor hasta

recolectar las fibras (Figura 8.).
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Figura 8. Inestabilidad de flexion del Cono de Taylor

2.4.1.2.- Estiramiento del chorro

Desde el vértice del cono de Taylor se expulsa un chorro cargado eléctricamente que es
acelerado por el campo eléctrico. El chorro se extendera en la direccion del campo eléctrico a

medida que se mueve hacia el colector.

El chorro conico sigue inicialmente una linea casi recta a cierta distancia de la punta de la
hilera, y este espacio se conoce como la region de campo cercano. Las propiedades viscoelasticas
del fluido deberian ser capaces de suprimir la inestabilidad de Rayleigh, que de otro modo hace
que el chorro se rompa en gotas. Las cargas superficiales se mueven con el chorro, generando

una corriente que lo atraviesa (Xue J. et al., 2019).
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2.4.1.3.- Adelgazamiento del chorro

Durante la aceleracion del chorro en linea recta, la tension superficial y la fuerza
viscoelastica del chorro tienden a impedir su avance. Mientras tanto, el didmetro del chorro en el
segmento recto disminuye monotonicamente con la distancia que se aleja de la punta, ya que el
chorro se estira continuamente. Cuando la aceleracion se reduce a cero o a una constante,
cualquier pequena perturbacion es capaz de destruir el movimiento rectilineo. Asi, la
inestabilidad puede surgir facilmente como consecuencia de la repulsion electrostatica entre las

cargas superficiales que residen en el chorro, entrando en el régimen de campo lejano.

En la region de campo lejano, pueden producirse tres tipos diferentes de inestabilidades
en un chorro cargado eléctricamente. El primer tipo es axisimétrico, también conocido como
inestabilidad de Rayleigh, que puede conducir a la ruptura del chorro en gotas. Estd dominada
por la tension superficial y puede suprimirse con un fuerte campo eléctrico. El segundo tipo es
también axisimétrico y se produce con un campo eléctrico mas fuerte que el primero. El tercer
tipo, también conocido como inestabilidad de 14tigo o de flexion, no es axisimétrico. Describe las
perturbaciones de onda larga del chorro impulsadas por la inestabilidad aerodinamica y la
"fuerza electrostatica lateral" en una direccion radial relativa al chorro, resultante de la repulsion

electrostatica entre las cargas superficiales en un campo eléctrico fuerte (Xue J. et al., 2019).

2.4.1.4.- Solidificacion del chorro

Durante el proceso de alargamiento, el chorro se solidifica para formar fibras, lo que se debe a la
evaporacion del disolvente o al enfriamiento de la masa fundida. Cuando el proceso de solidificacion es
lento, el alargamiento del chorro cargado puede durar mas tiempo para generar fibras con un diametro
mas fino. En un estudio, se afirm6 que el radio de la seccion transversal de una fibra seca era solo 1,3 x
10-3 veces el del chorro inicial como resultado del estiramiento y la evaporacion del disolvente. Tras la
solidificacion, las cargas pueden seguir atrapadas en la superficie de las fibras secas, pero todas las

inestabilidades cesaran (Xue J. et al., 2019).

2.4.1.5.- Deposicion de las fibras
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La ultima etapa de un proceso de electrohilado es la deposicion de fibras en un colector
conectado a tierra. Las morfologias de las fibras estan determinadas principalmente por la fase de
inestabilidad de flexion en la que se depositan las fibras. Es sencillo recoger las fibras en la
region del bucle de la primera inestabilidad de flexidon como una estera no tejida en un colector
fijo o movil. Sin embargo, las fibras de la pequefia region en espiral de la segunda y tercera
inestabilidad de flexion pueden adoptar un patrén complejo, y las espirales pueden recogerse
como fibras con una morfologia recta u ondulada, o incluso espirales con muchas vueltas. Tras la
deposicidn, la mayor parte de las cargas de las fibras se disipan rapidamente a través del colector
conectado a tierra. Sin embargo, debido a la baja conductividad de la mayoria de los materiales
para las fibras, todavia queda una cantidad medible de cargas residuales en la superficie de las
fibras recogidas.La acumulacién de cargas residuales en las fibras recogidas tiende a repeler el
chorro con carga similar, provocando un movimiento pendular para el chorro electrificado Como
resultado, el grosor alcanzable de una estera no tejida de fibras electrohiladas suele estar

restringido por un limite superior de aproximadamente 0,5-1 mm (Xue J. et al., 2019).

2.4.2.- Parametros

2.4.2.1.- Parametros de la solucion

Los parametros de solucién incluyen concentracion, viscosidad, peso molecular,
conductividad, tension superficial y tipo de solvente.

2.4.2.1.1.- Concentracion

La concentracion de la solucidon polimérica juega un papel decisivo en la formacion de
nanofibras electrohiladas. A mayor concentracion de polimero, al aumentar la viscosidad, mejora
el entrelazamiento de las cadenas poliméricas y se forman nanofibras. La concentracion de
polimero en la solucion que se va a electrohilar tiene, un efecto tanto en la viscosidad como en la
tension superficial del liquido que, en ultima instancia, decide la electrospinnabilidad de la
solucion en nanofibras con didmetros mayores a medida que aumenta la concentracion de
polimero. Sin embargo, a partir de un cierto limite, la viscosidad de la solucién se vuelve
excesivamente alta, lo que interrumpe el flujo de la solucion polimérica a través del capilar

(Pillay V. et al., 2013).
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Cuando la concentracidon de la solucion es superior a la concentracion dptima, la solucion
es facil de bloquear la hilera, dando lugar a una fibra de cinta gruesa y desigual (Guo Y. et al.,
2022). Sin embargo, algunos estudios también han demostrado que la viscosidad de la solucion
puede mejorarse afadiendo cosolventes a una determinada concentracion de polimero. El
aumento de la concentracion suele mejorar la morfologia de las nanofibras o facilitar la
electrohilatura de polimeros que son dificiles. Se ha comprobado que si hay muchos tipos de
polimeros en la solucidon, aunque la viscosidad sea la misma, la diferente proporcion de
concentracion de polimeros cambiara el diametro de las nanofibras, lo que se debe a la

interaccion entre los polimeros (Mirtic J. et al., 2019).

Por lo tanto, la concentracion del polimero desempefia un papel importante en la
fabricacion de fibras con control sobre los diametros de las fibras y la formacion de cordones. En
conclusion se ha demostrado la dependencia de la concentracion en el didmetro de la fibra de las

nanofibras electrohiladas (Utkarsh et al., 2020).

2.4.2.1.2.- Viscosidad

La viscosidad de la solucion estd estrechamente relacionada con la concentracion y el
peso molecular, que es uno de los principales parametros que afectan al didmetro y la morfologia

de las nanofibras (Guo Y. et al., 2022).

Si la viscosidad es demasiado baja, significa que el enredo del polimero es bajo y la
tension superficial es dominante, las gotas no pueden conectarse en fibras y formar el spray. Con
el aumento de la viscosidad, el tiempo de relajacion de la tension del polimero se alarga, lo que
favorece la formacion de nanofibras con un diametro mayor y uniforme (Figura 9.) (Aydogdu A.

et al., 2018).

La viscosidad de la solucién puede controlarse ajustando la concentracion de polimero.
La viscosidad de la solucion puede aumentar con el aumento de la solubilidad cuando la
conductividad es alta, pero el cambio del didmetro de la nanofibra puede ser ignorado, porque la
conductividad también aumentard con el aumento de la concentraciéon (Tam N. et al., 2017). La
concentracion de la solucion también puede aumentar afiadiendo nanoparticulas a la solucion;

aunque el didmetro de las nanofibras aumenta con el aumento del contenido de nanoparticulas,
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las nanofibras serdn mas rugosas y desiguales debido al aumento de la friccion y la viscosidad

entre las particulas (Yu G. et al, 2017).

Algunos estudios han demostrado que la solucién con una viscosidad de 1-20 P y una
tension superficial de 35-55 dyn/cm?® es adecuada para el electrohilado de nanofibras (Guo Y. et
al., 2022). Por lo tanto, si el liquido al que se aplica el potencial tiene una viscosidad mayor
(~1-200 poise), el chorro tendra menos probabilidades de romperse porque las mayores fuerzas
viscoelasticas amortiguaran el mecanismo de ruptura de Rayleigh, ya que las llamadas fuerzas
viscoelasticas nunca actian contra la tension superficial (Pillay et al., 2013). Cuando la
viscosidad de la solucién es demasiado alta para llevar a cabo el electrohilado, algunos
investigadores proponen utilizar la tecnologia de la vibracion para resolver este problema (Guo
Y. et al., 2022). Por ejemplo, vibraciones ultrasonicas pueden disminuir la fuerza de Van der
Waals entre las cadenas de polimeros para lograr el propdsito de reducir temporalmente la

viscosidad de la solucion (Li X. et al., 2019).

T Y

Forma de gota Gota alargada Gota estirada Nanofibras
Figura 9. Morfologia de las nanofibras con el aumento de la viscosidad.

2.4.2.1.3.- Peso molecular

El peso molecular del polimero puede afectar a las propiedades reologicas y eléctricas de
la solucidén, como la viscosidad, la tension superficial y la conductividad. Cuando el peso
molecular es grande, la fuerza intermolecular es grande (fuerza Van der Waals), y el polimero
también puede generar mas enlaces de hidrogeno entre los disolventes haciendo que el polimero

se expanda, entonces, aumentara el valor de la viscosidad (Nonato et al., 2017).
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Sin embargo, algunos experimentos han encontrado que el peso molecular tiene poca
relacion con la conductividad. De forma similar al efecto de la viscosidad y la concentracion, el
polimero con bajo peso molecular tiene un grado de enredo insuficiente, una longitud de cadena
corta, una fuerza de friccion molecular pequeia, dificil de resistir el batido inestable, un chorro

interrumpido y dificil de formar fibras (Choi S. et al., 2018).

2.4.2.1.4.- Conductividad

Las particulas cargadas del polimero tienen una gran influencia en la formacion del
chorro. Cuando la conductividad de la soluciéon es demasiado baja, se formaran perlas, lo cual
hace que formar nanofibras uniformes sea dificil. Sin embargo, una conductividad elevada puede
provocar un latigazo de flexion y un diametro desigual o la formacion de fibras en forma de cinta
(Guo Y. et al., 2022). El didmetro de las nanofibras disminuye con el aumento de la

conductividad (Mirti¢ J. et al., 2019).

La conductividad de la solucion puede mejorarse anadiendo a la solucion algunas sales
inorgénicas como cloruro de sodio, cloruro de litio, cloruro de magnesio y cloruro de cobre. Esto
ayuda a formar fibras sin perlas (grumos) con diametros mas pequefios y aumenta la uniformidad
(Gonzales Molfino H. et al., 2020). Por otro lado, algunos investigadores descubrieron lo
contrario y llegaron a la conclusion de que algunos compuestos organicos también son viables,
como el formiato de piridinio. Sin embargo, sus conclusiones no son compatibles. El PH también
afecta a la conductividad de la solucion (Topuz F. et al., 2019). Se midieron las propiedades de
electrohilado de soluciones de poliestireno con 18 tipos de disolventes orgdnicos comunes y se
descubrio que solo el 1,2-dicloroetano, el DMF, el etilacetato, el MEK y el THF podian satisfacer
las necesidades de la electrohilado (Guo Y. et al., 2022).

En conclusién, se ha observado que un aumento de la conductividad de la solucion da
lugar a una disminucion sustancial del diametro de las nanofibras y se ha demostrado que el
radio del chorro de nanofibras estd inversamente relacionado con la raiz cubica de la

conductividad eléctrica de la solucién (Pillay V. et al., 2013).

2.4.2.1.5.- Tension superficial
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La tension superficial es importante para el proceso de electrohilado ya que se ve
afectada por muchos factores, como el peso molecular, la concentracion de la solucion, el tipo de
disolvente y la temperatura, sin embargo, es una funcion de la composicion del disolvente. Los
diferentes disolventes aportan diversas tensiones superficiales. La generacion de gotas, perlas y
fibras continuas uniformes depende de la tension superficial de la solucion. Normalmente, una
tension superficial mas alta de una solucion dificulta el proceso de electrohilado debido a la
inestabilidad de los chorros y la generacion de gotas pulverizadas. Incluso si la tension
superficial de la solucion de hilado se mantiene baja, el electrohilado se producira con un campo
eléctrico mas bajo. Sin embargo, no conducira esencialmente a dimensiones adecuadas de

nanofibras. Se requiere una tension superficial Optima para la formacion uniforme de nanofibras

(Li Z. etal., 2013)

En el caso de una solucion polimérica menos viscosa, la tension superficial es el principal
pardmetro que conduce a la formacion de fibras con perlas, mientras que la estructura fibrosa
continua se obtiene por encima de una concentracion critica de la solucion. Por otro lado, un
mayor tiempo de relajacion de la tension en el caso de las soluciones poliméricas de alta

viscosidad impide la fractura de los chorros expulsados (Mehta P. et al., 2018).

2.4.2.1.6.- Tipo de disolvente

La seleccion del solvente es uno de los factores claves para la formacion de nanofibras
electrohiladas lisas y sin cordones (beadless). Por lo general, se deben tener en cuenta dos cosas
antes de seleccionar el disolvente. En primer lugar, los disolventes preferidos para el proceso de
electrohilado tienen polimeros que son completamente solubles. En segundo lugar, el disolvente
debe tener un punto de ebullicion moderado (Tabla 4.). Su punto de ebullicion da una idea sobre
la volatilidad de un disolvente. Por lo general, se prefieren los disolventes volatiles, ya que sus
altas tasas de evaporacion favorecen la facil evaporacion del disolvente de las nanofibras durante
su vuelo desde la punta de la aguja hasta el colector. Sin embargo, la mayoria de los disolventes
muy volatiles se evitan porque sus bajos puntos de ebullicion y sus altas velocidades de

evaporacion provocan la desecacion del chorro en la punta de la aguja (Mishra R. et al., 2019)
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(Pillay V. et al., 2013), ademas, tiene un gran impacto en la aparicion o no de perlas (Guo Y. et

al., 2022).

La fase de separacion ocurre en la interfase liquido-aire; cuando el chorro viaja a través
de la atmosfera hacia el colector, lo cual es una funcion de la volatilidad del disolvente e influye
en la porosidad de las nanofibras que se forman. Para conseguir la porosidad y la morfologia de
las nanofibras deseadas se puede utilizar una mezcla de dos disolventes (co-solventes) con

diferentes puntos de ebullicion. (Pillay V. et al., 2013).

La polaridad y la constante dieléctrica del disolvente afectaran a la conductividad de la
solucion. Debido a la toxicidad de muchos disolventes organicos, si no se pueden eliminar por
completo, no se utilizarian en los campos biolégico y alimentario (Vega-Lugo A. C. et al., 2012).
La influencia de los tipos de disolventes en el electrohilado es compleja. No existe una teoria
clara para juzgar si el electrohilado puede llevarse a cabo con un determinado disolvente (Guo Y.

et al., 2022).
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Tabla 4. Tipos de solventes y su rol en la formacion de nanofibras electrohiladas.

Solvente Punto de Otros parametros  Morfologia de la Ref.
ebullicion fibra
(°O)
DCM 40 Constante Formacion de Lasprilla-Boter
dieléctrica baja, alta perlas o, J. et al,
tension superficial Diametro grande 2018
NCBI et al.,
2022
Cloroformo 61.2 Alta viscosidad Formacion de van der
intrinseca perlas a bajas Schueren L. et
concentraciones, al., 2011.
fibras lisas a altas
concentraciones.
Metanol 64.7 Constante > Concentracion (Pillay V. et
dieléctrica alta menor didmetro de al, 2013).
fibras
THF 66 Buena Lisas, en formade NCBI et al.,
conductividad cinta, con muy 2022
pocas perlas (Pillay V. et
al., 2013).
Acetato de etilo 77.1 Baja tension Lisoy con perlas, NCBI et al.,
superficial en forma de cinta 2022
constante dieléctrica
alta, viscosidad alta
Etanol 78.2 Tension superficial ~ Lisas y con Aria M. et al.,
baja, alta viscosidad diametros grandes. 2016
intrinseca.
Agua 100 Baja viscosidad Con perlas y (Pillay V. et
intrinseca dlame‘iros al., 2013).
pequefios
DMF 153 Alta conductividad  Suave y con Mohammadza
perlas. dehmoghadam
S.etal., 2016

DMF: Dimetil formamida; THF: Tetrahidrofurano; DCM: Diclorometano.
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2.4.2.2.- Parametros del proceso

2.4.2.2.1.- Voltaje aplicado

El voltaje aplicado es también un parametro clave en el proceso de electrohilado ya que
solo cuando se alcanza el umbral de tension, la gota puede ser expulsada y llegar finalmente al
dispositivo de recogida. También afecta a la morfologia y al diametro de las nanofibras, si es
demasiado alto o demasiado bajo, dara lugar a la formacion de perlas. Por otro lado, el didmetro
de las nanofibras disminuye con el aumento del voltaje aplicado; como la fuerza electrostatica es
grande, las gotas se estiran mds, dando como resultado didmetros menores, aunque también
puede variar con la concentracion de la solucidon de polimero y la distancia del dispositivo de

chorro al dispositivo de recogida (Drosou C. et al., 2018)

El alto voltaje inducira las cargas necesarias en la solucion y, junto con el campo eléctrico
externo, iniciard el proceso de electrohilado cuando la fuerza electrostatica de la solucion supere
la tension superficial de la misma. Por lo general, el voltaje utilizado comunmente varia entre 10

a 20 Kv, dependiendo del polimero utilizado. (SiY. et al., 2014).

Por otro lado, Taylor observo que la diferencia entre el voltaje aplicado que provocaria la
inestabilidad de una gota de polimero y el que provocaria su forma cénica es muy pequeia.
Cualquier aumento del voltaje mas alla de un valor critico conduce a la eyeccioén de un chorro de
polimero desde el vértice del cono (Pillay V t al., 2013). Es por esto que la estabilidad del cono
de Taylor depende tanto de la velocidad de alimentacion como del voltaje (Ramesh Kumar P. et

al., 2012).

2.4.2.2.2.- Flujo de salida

La velocidad de flujo también afecta al didmetro y a la morfologia de las nanofibras ya
que este define la cantidad de solucién de hilatura que pasa por la punta de la aguja por unidad
de tiempo (Hossain M. F. et al., 2015). El didmetro de las nanofibras aumenta con el aumento del
caudal, si la velocidad de flujo es demasiado alta, el disolvente no puede evaporarse

completamente antes de llegar al dispositivo de recogida, lo que daréd lugar a la formacion de
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perlas o cintas. Por lo tanto, cuando la tasa de flujo es moderada, el cono de Taylor es mas
estable, y es mds facil generar nanofibras lisas y uniformes. Cuando la viscosidad de la solucion
es baja, la velocidad de flujo tiene poco efecto en el didmetro de las nanofibras (Guo Y. et al.,
2022). Cuando el voltaje aplicado es mayor, el efecto de la velocidad de flujo es mas

significativo (Pillay V. et al., 2013).

En un estudio realizado por Hossian M. et al., 2015 se observo que el diametro de las
fibras aumentaba al aumentar la velocidad de avance (Flujo) y la tension aplicada (voltaje). En
cambio, el didmetro de las fibras disminuye al aumentar la distancia de trabajo hasta un

determinado nivel. Un mayor aumento de la distancia de trabajo producia fibras rebordeadas.

También se ha demostrado que con el aumento del flujo no solo se aumenta el diametro de las
fibras, sino que también se aumenta el tamafio de los poros de las nanofibras (Pillay V. et al.,

2013).

2.4.2.2.3.- Distancia colector-aguja

La distancia entre la aguja y el colector es un pardmetro importante que afecta a la
calidad de las nanofibras formadas. Una distancia minima entre la aguja y el colector puede
ayudar a completar la evaporacion del disolvente antes de llegar al colector, lo que provoca la
formacion de nanofibras sin cordones. Estas distancias pueden ajustarse en funcion de la tension

aplicada (Thamer B. M. et al., 2021).

Se ha demostrado que el diametro del chorro cargado (D) estaba relacionado con la
velocidad de alimentacion (Q) con la relacién que se muestra en la ecuacion (2) que se debia a la

inestabilidad de flexion de los chorros de polimero: (SiY. et al., 2014).

0.48

D~q@ (2
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Sin embargo, la distancia no debe ser demasiado grande. Si la distancia es demasiado
grande, el chorro no sera lo suficientemente estable, y habrd cuentas. Aunque, la distancia entre
el dispositivo de chorro y el de recogida tiene menos efecto sobre el didmetro de las nanofibras

que otros parametros (Guo Y. et al., 2022).

En conclusion, la variacion de la distancia entre aguja-colector puede o no tener efecto en
el grosor y forma de la fibra, ocasionando apariciones de beads, grumos o fibras himedas. Una
distancia pequefia evitard que el solvente se evapore y el polimero salga en forma de hilo. Al
trabajar con una distancia mucho mayor la fibra podria quebrarse debido a su propio peso

(Gonzales Molfino H. et al., 2020).

2.4.2.3.- Parametros ambientales

A baja humedad y temperatura, una pequefia cantidad de agua se difunde en el chorro de
la solucién y provoca una solidificacion retardada. En consecuencia, la inestabilidad capilar
supera la tension viscoeléstica, lo que da lugar al desarrollo de morfologias de cordon o de
cordon sobre cordon. Por el contrario, a mayor humedad y temperatura, el vapor de agua se
condensa facilmente en gotas y se adhiere adecuadamente a las superficies de las fibras, lo que
favorece la formacion de una cantidad de poros. Por lo tanto, un nivel de humedad relativamente
mayor provocara un aumento del tamafio de los poros hasta que éstos acaben perdiendo su

porosidad uniforme (Wang C. et al., 2019).

En general, cuanto mayor sea la temperatura, menor sera la viscosidad y la tension
superficial, y mayor serd la solubilidad. El aumento de la temperatura conduce a la disminucién

del didmetro de las nanofibras y a una superficie mas lisa (Guo Y. et al., 2022).

La influencia de la humedad ambiental en el electrohilado es compleja, cuando la
humedad es baja, la velocidad de evaporacion del disolvente es mas rapida, lo que hara que el
didmetro de las nanofibras sea mayor. Sin embargo, debido a la diferente hidrofilia de los
disolventes, algunos disolventes organicos absorberan la humedad del aire, lo que hace que el

disolvente sea mas dificil de evaporar, y la fuerza electrostatica disminuye, teniendo como
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resultado nanofibras mas finas. Por lo tanto, esto deberia depender del tipo y la solubilidad de los

disolventes (Yang G. et al., 2017).

A continuacion, se muestran los pardmetros controlables durante el proceso de

electrohilado y como afectan a la morfologia de las nanofibras (Tabla 5.)

Tabla 5. Parametros controlables y su efecto en la morfologia de las nanofibras.

Parametros Efectos en la morfologia de las fibras

controlables

* El diametro de las fibras se reduce con el incremento del
Voltaje voltaje debido al estiramiento de la solucién polimérica

(Gonzales Molfino H. et al., 2020).

* Un mayor voltaje incrementara la tasa de evaporacion,

haciendo que el solvente se evapore mas rapido (Utkarsh

et al., 2020).

* Voltajes bajos dan lugar a una reduccion del tiempo de

vuelo del chorro de polimero, lo que aumenta la

posibilidad de obtener fibras mas lisas (Utkarsh et al.,
2020).

* El valor del didmetro de la fibra aumenta con una mayor
Concentracion . . Lo

concentracion de solucion polimérica (Guo Y. et al,

2022).

* Con concentraciones bajas, empiezan a aparecer

defectos en forma de perla en las esteras fibrosas

* La posibilidad de electrospray también aumenta en

concentraciones mas bajas (Zhenyu Li et al., 2013).
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* Aumentar la distancia aumentara el tiempo de vuelo,
Distancia del colector . ) ,

haciendo que las fibras se estiren y se alarguen mas (Guo

Y. et al.,, 2022).

* Empiezan a formarse perlas con distancias mayores

entre el colector y la aguja.

* Con distancias menores se forman cordones, ya que el

chorro no tiene tiempo suficiente para solidificar.

* La distancia 6ptima es necesaria para obtener fibras lisas

(Utkarsh et al., 2020).

* El promedio de los didmetros de las fibras es mayor con
Velocidad rotacional . .

un colector estacionario que con un colector rotador

(Utkarsh et al., 2020).

* El didmetro de las fibras disminuye con el incremento de

las revoluciones por minuto (rpm) del colector rotativo,

pero el decremento no es significativo comparado con

otros parametros (Utkarsh et al., 2020).

_ * Al tener un flujo lento el didmetro de las fibras
Flujo disminuye porque proporciona mas tiempo para el
estiramiento (Zhenyu Li et al., 2013).

* Los valores mas altos de flujo producen fibras mas
gruesas con perlas, ya que el tiempo de secado de las

fibras se reduce (Utkarsh et al., 2020).

II1.-OBJETIVOS E HIPOTESIS

Las enfermedades de la piel suelen ser de larga duracion, lo cual requiere de un
tratamiento que debe ser constante y que ayude a proporcionar una remision, en alguno de los

casos este tratamiento suele ser mediante el empleo de apdsitos cutaneos. Es por esto por lo que
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el proposito de esta investigacion es fabricar apdsitos cutdneos mediante la técnica de
electrohilado a base de dos polimeros PCL/PVP (matriz polimérica); de tal forma que el PCL al
ser un material semicristalino, este le confiera propiedades mecanicas y de degradacion al
aposito, mientras que el PVP aumenta la humedad provocando que no se adhiera a la herida
(Kostakova, E. K. et al., 1017); Esto en combinacion con un agente antibacteriano (ChAgG) para
reducir la probabilidad de infecciones, mejorar la cicatrizacion de heridas y evitar su adherencia

en la piel manteniendo un entorno humedo.

Por lo que el quitosano (Ch) le brindara propiedades de biocompatibilidad,
antibacterianas y antiinflamatorias, ademas de que estd cargado positivamente y promueve la
adhesion celular, y también se le atribuye la influencia en las diversas etapas de la reparacion de

heridas. (Behera, S. S. et al. 2017).

Por otro lado, Es bien sabido que el amplio espectro de la actividad antibacteriana de las
AgNP depende de su tamafio, forma y propiedades superficiale, sin embargo, la incorporaciéon de
las AgNP a la matriz polimérica puede mantener su estabilidad y promover el rendimiento
antibacteriano. Mientras que el Grafeno nos confiere propiedades mecanicas y ademds de su
excelente conductividad eléctrica, su elasticidad y su capacidad para adsorber moléculas, células
y tejidos, es apto para que varios tipos de células, en este caso para su evaluacion se utilizaron

fibroblastos y se espera que crezcan y proliferen.

En conclusion, al utilizar este agente antibacteriano (ChAgG) cada elemento que lo compone
tiene un proposito, por lo que se espera que al final de esta investigacion obtengamos nanofibras
para su posible aplicaciéon como apdsitos cutaneos con propiedades biocompatibles, transpirables
¢ hidratantes, debe absorber el exudado, debe tener caracteristicas antiinflamatorias,
antibacterianas y antioxidantes, y debe promover la proliferacion celular y el cierre de la herida.
Para ello se realizaron pruebas de citotoxicidad (MTT) y antimicrobianas. Ademas, se espera
poder caracterizarlas y demostrar que si se encuentran presentes los compuestos antes
mencionados en la matriz polimérica, ya que son los que confieren algunas de las propiedades

que buscamos.

43



IV.- MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1- Materiales

Poli (e-caprolactona (PCL) promedio peso molecular 80,000 g/mol, (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, United States), poli (vinil pirrolidona) (PVP) (promedio peso molecular 40,000
g/mol, Sigma-Aldrich) y un compuesto antimicrobiano ChAgG. Como solventes se utilizaron
Tetrahidrofurano (THF) con un peso molecular de 84.93 g/mol (Tecsiquim) y Diclorometano

(DCM) con un peso molecular de 72.11 g/mol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, United States).

Sobre el compuesto antimicrobiano Ch (Solucion de quitosano), Ag (Nanocristales de plata) G

(Grafeno oxidado), los reactivos y la preparacion son:

4.2.- Metodologia

4.2.1- Preparacion de soluciones

Se prepararon tres soluciones de PCL/PVP con distintos porcentajes de compuesto
antibacteriano ChAgG al 1, 5 y 10%. La cantidad necesaria de cada polimero para preparar cada
mezcla de PCL/PVP es 85:15 p/p utilizando Tetrahidrofurano (THF) y Diclorometano (DCM)
como solventes. Se coloca la mezcla en la plancha calentadora con una agitacion constante a 200

rpm y una temperatura de 50 °C durante 24 h hasta obtener una mezcla homogénea.

4.2.2.- Oxidacion del Grafeno

Esta seccion fue desarrollada en el Instituto Tecnoldgico Superior de Acatlan de Osorio
(ITSAO). Los polvos de grafeno (Gr), fueron adquiridos en la empresa LP Bond Investigacion y
Desarrollo del Tercer Milenio S.A. de C.V. Estos polvos (Gr) fueron mezclados en un procesador
de alimentos a 600 Watts por 30 s, donde fueron dispersados a una concentracion de 2.41% m/v
en peroxido de hidrégeno (H,O, ) al 30% v/v por un periodo de 30 s. Posteriormente, esta mezcla
fue colocada en un bafio sonico a una frecuencia de 1Hz por 25 min, hasta que la mezcla fue
homogénea. A continuacion, la mezcla se colocd en un horno de microondas convencional
durante 30 segundos, tras lo cual se retir6 el recipiente y se coloco de nuevo en un baiio sénico a

1Hz durante 60 segundos, donde se repitid6 este procedimiento durante 10 repeticiones.
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Completando este ciclo de reacciones por microondas y bafios sdnicos, se observa un aumento de
la temperatura del grafeno disperso en el peroxido de hidrégeno, hasta el punto de hervir.
Posteriormente, se deja reposar de 3 a 4 horas para bajar la temperatura. Para neutralizar el
peroxido de hidrégeno, se afiadid isopropanol en proporcion 1:1 v/v con el H,O, para
neutralizarlo. Por ultimo, se prepardé un sistema de filtrado con Kitasato, embudo Biichner y
membrana de nitrocelulosa de 0,20 um de didmetro para llevar los residuos solidos detenidos en
la membrana a una temperatura de 100°C y obtener grafeno seco. Se almacené y etiquetd en un

vial de color ambar.
4.2.3.- Preparacion de Quitosano

Esta seccion fue desarrollada en el Instituto Tecnoldgico Superior de Acatlan de Osorio
(ITSAO). Se prepara una soluciéon de quitosano (Ch), de Merck, al 2% m/v, en una solucion de
acido acético al 1% v/v. Para obtener una solucion homogénea, la solucidon se hizo en un
procesador de alimentos a 600 watts durante 30 s y luego se dejo reposar a temperatura

ambiente, todo esto, hasta que no haya mas burbujas en la superficie.

4.2.4.- Electrohilado

Una vez preparada la solucion con una concentracion final de polimeros del 13% p/v,
después se procedio a transferir 5 mL de la solucion a una jeringa de plastico de 5 mL con una
aguja de punta roma de 12 mm. La jeringa se colocé y asegurd en una bomba de inyeccion con
un flujo programado de 0.5 mL/h y el proceso se llevd a cabo aplicando un voltaje de 20 kV, con
20 cm de distancia entre la punta de la aguja y el colector, todo esto se mantuvo a temperatura

ambiente con un porcentaje de humedad relativo del 16-24% (Figura 10).
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Figura 10. Diagrama de electrohilado

4.2.5.- Prueba Antibacteriana

Se recortaron muestras de fibras de 0.6 cm de diametro con ayuda de una perforadora, se
esterilizaron ambas caras con radiacion de luz ultravioleta durante 15 min y se colocaron en el
fondo de cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos. Las cepas bacterianas Staphylococcus
aureus (ATCC 23235) y Escherichia coli (ATCC 25922) se cultivaron en un medio
Muller-Hinton previamente esterilizado a 35 °C durante 24 h. Una vez que el cultivo celular
estuvo listo se afiadieron 200 pl de cada indculo con medio limpio (E. coli, y S. aureus) a cada
pocillo que contenia fibras. Como control negativo, se colocaron fibras de PCL/PVP 85:15 sin
compuesto antibacteriano; como control positivo, se utilizo fenol y penicilina 10 mg/mL de cada
uno. Todas las células bacterianas expuestas a las fibras se incubaron a 35 °C durante 24, 48 y 72
h. Las fibras se desecharon y la solucion se midi6 en un lector de microplacas (Thermo
Scientific) a 620 nm y posteriormente se procesaron los resultados obteniendo el porcentaje de

proliferacion con la formula 3.

Absorbancia muestras
Absorbancia control X100 (3)

% Proliferacion =
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4.2.6.- Prueba de Citotoxicidad (MTT)

Se evaluo la citotoxicidad utilizando la técnica de MTT agregando fibroblastos L-929 a
los andamios fibrosos por 24 h. Las muestras se esterilizaron mediante la exposicion a la luz
ultravioleta (UV) bajo una campana de flujo laminar durante 15 min por cada lado, y se
colocaron en DMEM durante un dia. Para el cultivo se utiliz6 la linea celular de fibroblastos
ATCC CCL-1, clon NCTC 929 [célula L, L-929, derivada de la cepa L] de tejido de musculus.
Las células se cultivaron en DMEM, suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 100
U/mL de penicilina-estreptomicina, a 37°C en 5% de CO,, hasta que alcanzaron la confluencia
deseada (80%). Los andamios se colocaron e inmovilizaron en microplacas de cultivo de tejidos
por el método de contacto directo segin la directriz ISO-10993-5. Para ello, se expusieron
10.000 células por pocillo de los fibroblastos L-929 durante 24 horas a los andamios
PCL/PVP-ChAgG en las mismas condiciones de incubacion celular. Se utilizo fenol diluido 10
mg/mL como control positivo y el control negativo fue la suspension celular sin ningln
tratamiento. Una vez transcurrido el tiempo, se afadieron 10 pl de soluciones de MTT a los 100
pul de medio en cada pocillo. La placa se mezcld golpeando suavemente en el lateral de la
bandeja. Luego, se incubd a 37°C durante 4 horas. Posteriormente, se anadieron 200 uL de
DMSO directamente en el medio de cada pocillo y se pipeted arriba y abajo varias veces para
disolver la sal de formazan. Finalmente, se midi6 la sefal de absorbancia en un
espectrofotometro a 570/630 nm (Figura 11.). Los experimentos se realizaron por triplicado y

posteriormente se calculd la absorbancia media y la desviacion estandar.
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Figura 11. Prueba de citotoxicidad y medicion de absorbancia en espectrofotometro.

4.3.- Caracterizacion de fibras

4.3.1.- Analisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Para el analisis termogravimétrico, se colocaron muestras de 5 mg en bandejas de platino,
que se calentaron desde la temperatura ambiente (unos 25 °C) hasta los 600 °C con una rampa de
calentamiento de 10 °C/min bajo una atmdsfera de nitrogeno. En el caso de la calorimetria
diferencial de barrido, las muestras se colocaron en bandejas de platino que posteriormente
fueron prensadas y selladas (Figura 12.). Las muestras se procesaron con las mismas
caracteristicas del analisis termogravimétrico. Los termogramas se analizaron con el software de
analisis universal TA. Las muestras se evaluaron en un rango de temperatura que va desde la
temperatura ambiente hasta los 500 ° C a una velocidad de calentamiento de 10 © C / min en el
aire. Para realizar este analisis de cada una de las muestras, s6lo se tomaron 2 mL de cada
muestra en liquido, no se realizd la evaporacion porque era posible obtener resultados en el

estado liquido. Las muestras liquidas se almacenaron en un refrigerador antes de ser analizadas.
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Figura 12. Equipo para analisis DSC y colocacion de muestra.

4.3.2.- Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia y el didmetro de las fibras poliméricas se analizaron con un microscopio
de emision de campo JEOL JSM 7600F (JEOL Ltd., Tokio, Japon). Para obtener las imagenes se
utiliz6 un voltaje de 20 kV y un recubrimiento de oro. El didmetro y la porosidad de las
nanofibras seleccionadas se midieron con el software Image J, con 30 mediciones de al menos
dos imagenes diferentes de cada muestra (4 KX y 6KX). La espectroscopia de energia dispersiva
de rayos X (EDX) con un voltaje de aceleracion de 200 kV se midio a partir de las imagenes de

SEM de 500x de magnificacion, metalizacion de Pd de 4,0 nm y energia del haz de 10 keV.

4.3.3.- Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Para observar si se producian cambios quimicos tras el procesamiento del material
mediante electrohilado y la presencia del compuesto antibacteriano, se evaluaron las fibras
mediante el espectro infrarrojo. Se tomaron muestras de cada andamio con dimensiones de 0,5 x
0,5 cm y se colocaron en la lente del modulo ATR. Las muestras se analizaron en un espectro de

4000 - 400 cm-1 numeros de onda. Los espectros se analizaron con el software Omnic.
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4.3.4.- Tomografia de Rayos X

Se utiliz6 un método basado en la tomografia de rayos X para construir la estructura
digital de las fibras electrospun de PCL/PVP-ChAgG. Los procesos de reconstruccion incluyen
la adquisicion de cortes y el procesamiento de imagenes. Ademas, la direccion del flujo de aire
se alined con el eje z, mientras que la superficie de la membrana se defini6 paralela al plano x-y.
La adquisicion de cortes se realizd utilizando un instrumento de tomografia (RX Solution Easy
Tom XL) equipado con fuentes de rayos X de 160 kV y 230 kV. En este estudio se utiliz6 el tubo
de 40 kV para el golpeo de los electrones para producir el haz cénico de rayos X, y la corriente
del tubo fue de 160 pA. Las imagenes digitales de rayos X en bruto fueron capturadas por un
detector CCD de alta resolucion y alta velocidad. La distancia entre la fuente de rayos X y el
espécimen era de 7.109 mm, y la distancia entre la fuente de rayos X y el detector era de 610.65
mm. La frecuencia de imagen del detector era de 1 fps. Después de ser filtrado por una ventana
Tukey, se obtuvieron 1352 cortes tomados en el plano vertical (x-z) con 1845 voxeles, y el
tamano efectivo de los voxeles fue de 1.48 pm. A continuacion, los cortes se importaron al

moédulo ImportGeo-Vol del paquete de software GeoDict para su procesamiento en 3D.

4.3.5.- Pruebas Mecanicas

Las fibras se cortaron con tijeras en muestras rectangulares de 3 cm de largo x 1 cm de
ancho, se utilizé un Vernier para medir el espesor en distintos puntos de las muestras poliméricas
fabricadas en el electrohilado. Los datos sobre las propiedades mecanicas de las fibras se
adquirieron con el software EDMS-FG V4.6.2 (NidecShimpo) sometiendo las muestras a cargas
de traccion hasta la rotura utilizando un dinamémetro FG-3005 con una capacidad de carga de 50
N y una resolucion de 0,005 N montado en la columna del banco de pruebas CHATILLON MT
500 H. Todas las muestras se colocaron entre dos mordazas a una distancia de 1 cm. El ensayo de
traccion se realizé a una velocidad de 8 mm/min a temperatura ambiente (21°C) segin la norma
ASTM D1708. A partir de los ensayos de traccion y segun la norma ASTM D638 se calcularon:
el modulo elastico, la resistencia a la traccion y el alargamiento a la rotura. Los experimentos se

realizaron utilizando tres réplicas (Figura 13.).
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Figura 13. Prueba mecanica de las fibras electrospun segun la norma ASTM D638.

V.- RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1.- Pruebas Antibacterianas

Se seleccionaron las bacterias Gram-negativa Escherichia coli y Gram-positiva
Staphylococcus aureus para evaluar la actividad antibacteriana de las fibras PCL/PVP-ChAgG.
Los resultados mostraron que la mayoria de las fibras fabricadas provocaron una disminucion en
la poblacién bacteriana con respecto al control (crecimiento normal) al colocarlas en presencia
de las fibras cargadas con el compuesto antibacteriano (ChAgG) (PCL/PVP-ChAgQG), sin
embargo, al realizar un andlisis de variancia (ANOVA P > 0.05), se comprob6 que no hubo un
crecimiento significativo de la poblacion bacteriana entre las muestras funcionalizadas y sin
funcionalizar. En el caso de las muestras expuestas a Staphylococcus aureus se observo una
mayor disminucion en las 48 h de exposicion, sobre todo en las fibras funcionalizadas con 1 y 5
% del compuesto ChAgG (PCL/PVP-ChAgG 1% y PCL/PVP-ChAgG 5 %), respectivamente,
mientras que en las membranas PCL/PVP-ChAgG 10 % se observo que hubo un aumento de la

replicacion celular bacteriana considerable a las 24 h que superd al control en un 20%. Sin
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embargo, después de la exposicion por 48 y 72 h la actividad antibacteriana de las fibras
PCL/PVP-ChAgG 10 % provoco una disminucion del 10 y 20 %, respectivamente. Finalmente,
las fibras sin funcionalizar de PCL/PVP no provocaron alguna alteracion importante en el
crecimiento celular bacteriano en las primeras 48 h, sin embargo, después de las 72 h se aprecid
una disminuciéon del 34 %. Estos resultados nos permiten concluir que en general la
funcionalizacién de las fibras PCL/PVP-ChAgG no son tan efectivas para Staphylococcus aureus

(Figura 14).
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Figura 14. Proliferacion celular Staphylococcus aureus.

Por otro lado, las muestras PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG evaluadas con la bacteria
Escherichia coli mostraron un efecto antibacteriano maés notable que en el estudio con

Staphylococcus aureus, donde las fibras PCL/PVP presentaron un aumento de la poblacion
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bacteriana de un 30% a las 48 h, pero se observo una disminucion del 20% a las 24 h y casi un
40% a las 72 h de incubacién; en cuanto a las fibras funcionalizadas (ChAgG)
(PCL/PVP-ChAgQ) se observd un aumento de la replicacion celular bacteriana del 3 % a las 24
h, sin embargo, también se observo una disminucion gradual de la poblacion bacteriana celular
del 34 % y 47 % a las 48 h y 72 h respectivamente en las membranas de PCL/PVP-ChAgG 1%;
lo mismo sucedi6 en las membranas de PCL/PVP-ChAgG 10 % con una disminucion del 36 % a
las 48 hy del 49 % a las 72 h, mientras que en las fibras de PCL/PVP-ChAgG 5 % se observo
una disminucion del 45 % a las 48 h, sin embargo no hubo una diferencia significativa (ANOVA

P> 0.05) en la disminucién bacteriana a las 72 h en comparacion a las 48 h.
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Figura 15. Proliferacion celular Escherichia coli.

Las cepas bacterianas seleccionadas en este estudio pueden causar dafios graves en la

piel, por ejemplo la bacteria Staphylococcus aureus estad asociada con infecciones en la piel y
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tejidos blandos en la atencion ambulatoria, Pérez et al. (2021) Mientras que la bacteria
Escherichia coli es aislada de heridas quirargicas y traumaticas, Ulceras del pie y decubito
Alvarez-Suarez et al. (2020). Asi mismo cada una de ellas son modelos bacterianos ampliamente
estudiados por lo que pueden utilizarse con fines comparativos y asi mismo como representativos

en su pared celular siendo E. coli Gram negativa 'y S. aureus Gram positiva.

Los resultados mostraron que las fibras PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG tienen un mejor
comportamiento ante la bacteria Escherichia coli, en cambio, ante la bacteria Staphylococcus
aureus las membranas no son tan efectivas, un factor a considerar es que el fenotipo de
resistencia a multiples farmacos de la bacteria Staphylococcus aureus la convierte en una de las
bacterias patogenas mas dificiles de tratar segiin Hiramatsu K. et al. (2014), por lo que una de las
razones a las que podemos adjudicar estos resultados puede ser al bajo porcentaje del compuesto
antibacteriano utilizado. Sin embargo, las membranas funcionalizadas con Ch muestran mayor
eficacia para S. aureus que para E. coli debido a la diferencia en sus paredes celulares en un
estudio publicado por Dutta et al., (2015), sin embargo, la carga negativa de los acidos teicoicos
en la membrana celular de las bacterias Gram-positivas puede favorecer la interaccion con el
quitosano cationico, mientras que la capa de lipopolisacaridos de las bacterias Gram-negativas
limita la penetracion segun Kulawik et al. (2019), también se ha demostrado que la actividad
antibacteriana del quitosano incorporada, ya sea con iones de plata (Ag) o nanoparticulas es
mayor que la actividad de cada componente de manera individual confirmado por Archana, D. y

Alven, S. et al. (2021) (2015).

A pesar que los polimeros PCL y PVP no poseen propiedades antibacterianas, se ha
encontrado evidencia de que el PCL y el PVP no son ignorados por las células bacterianas y se
altera el crecimiento, por lo que después de cierto tiempo las bacterias recuperan su viabilidad
asegurd Alvarez-Suarez et al. (2020). En los resultados de las membranas obtenidas de la mezcla
de ellos (PCL/PVP) mostraron una ligera actividad antibacteriana ante E. coli y S. aureus (Figura

14y 15).

También se ha demostrado que se puede mejorar el potencial de las superficies
bacterianas basadas en G mediante el uso de nanoparticulas de plata, zinc y hierro. Nuestras
membranas PCL/PVP-ChAgG como ya se dijo mostraron mayor eficacia ante E. coli, resultados

similares fueron reportados por Liu et al. (2016), en donde evaluaron las propiedades
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antibacterianas de G complementado con Ch, confirmando que el efecto de inhibicion era mas
fuerte y es dependiente a la concentracion de dichos componentes y en donde también se explicd
que el mecanismo de accion del grafeno era el dafio de la membrana causado por los bordes

extremadamente afilados de las nanoparedes (Figura 16).
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Figura 16. Mecanismo de accion del compuesto ChAgG

5.2.- Prueba de Citotoxicidad (MTT)

Para la prueba de citotoxicidad se realizO un ensayo colorimétrico para evaluar la

actividad metabdlica celular, conocida como la técnica MTT, en este caso se realizd con
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fibroblastos L-929 de raton en donde después de 24 h de incubacién se observo que no hubo una

diferencia significativa entre la proliferacion celular si se compara con las fibras control

(PCL/PVP) (Figura 17 y 18.).

La proliferacion de los cultivos L- 929 demostré que las fibras sin funcionalizar
PCL/PVP promovian la proliferacion en un 109 + 11%, por otro lado, las fibras cargadas con el
compuesto antibacteriano (ChAgG) PCL/PVP-ChAgG 1 % mostraron una proliferacion de 96 +
3 %, mientras que en las membranas PCL/PVP-ChAgG 5 % observamos una proliferacion de
108 £ 11% la cual es muy similar al resultado de las fibras sin funcionalizar (PCL/PVP) y por
ultimo tenemos las fibras PCL/PVP-ChAgG 10 % con una proliferacion de 90 + 9 %. Estos
resultados nos permiten concluir que el complejo PCL/PVP y la estructura fibrosa no causa
alteraciéon en el crecimiento normal de los fibroblastos L-929, asi mismo, la adicion del
compuesto ChAgG no provocaron ninguna alteracion significativa, ya que al adicionar 1y 10 %
solo se puede visualizar una toxicidad ligera y al 5% un aumento en el crecimiento celular. Sin
embargo, todas estas alteraciones positivas o negativas no representan un cambio importante en

el comportamiento celular (Figura 17).

150 Citotoxicidad en Fibrblastos L.-929
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Figura 17. Porcentaje de proliferacion celular en fibroblastos L.929
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Al realizar un analisis de variancia (ANOVA) (P > 0.3) comparando las muestras sin
exponer con las expuestas durante 24 h se observé que no hubo una diferencia significativa en el
crecimiento normal de los fibroblastos L.929; por otro lado, en el analisis realizado comparando
las muestras (PCL/PVP Y PCL/PVP-ChAgG) entre si, tampoco mostraron diferencia
significativa para decidir cual de las muestras es mejor, sin embargo, al demostrar que no hubo
una alteracion significativa en el crecimiento normal de los fibroblastos L929 después de 24 h,
por lo que podemos decir que las membranas (PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG) no son tdxicas
para el cuerpo humano lo cual las hace adecuadas para aplicaciones biomédicas. Cabe recalcar

que un aposito ideal debe ser no toxico para los tejidos celulares Wang x. et al. (2015).

Por otro lado, en la investigacion de Podgorski et al. (2022) para que un material sea
clasificado como potencialmente toxico durante el contacto directo con las células, la viabilidad
celular debe estar por debajo del 70 % (<70%), en esa misma investigacion se evaluaron distintos
materiales y se llegd a la conclusion que se mostraron propiedades citotdxicas a partir de las
muestras que contenian PCL lo cual contradice nuestros resultados, sin embargo, los resultados
mostrados por Podgorski pueden ser erroneos, ya que lleg6 a la conclusion de que sus pruebas
pueden ser demasiado insensibles para un numero tan pequefio de células en materiales
nanofibrosos, y quizas algunos de los colorantes son absorbidos en la superficie del material
haciendo que muestre cierta citotoxicidad. En otro estudio realizado por Ji et al. (2021)
mostraron resultados exitosos en la viabilidad celular y la ausencia de citotoxicidad en los
andamios después de afiadir polimeros hidrofilicos al PCL, en este caso nosotros le incorporamos
PVP (PCL/PVP). Asi mismo, también se asegura que segin la norma DIN EN ISO (10993-5) la
viabilidad celular in vitro debe estar por encima del 80% para que las nanofibras puedan
considerarse como biocompatibles, lo cual nos dice que de acuerdo a nuestros resultados todas
nuestras fibras (PCL/PVP Y PCL/PVP-ChAgG) son biocompatibles con el organismo humano y
a su vez concuerda con el andlisis de varianza (ANOVA) realizado, en el cual, como se dijo
anteriormente, no hubo diferencia significativa en el crecimiento normal de los fibroblastos
L-929. Cabe mencionar que la concentracion de Ag-NPs fue un factor importante que afect6 a la
toxicidad celular, ya que las Ag-NPs muestran una citotoxicidad dependiente de la

concentracion, sin embargo, una cantidad elevada puede reducir la eficacia. Hu et al. (2018)
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fabric6 membranas fibrosas PCL/PVP incorporadas con nanoparticulas de ZnO y Ag
demostrando que su incorporacion de estos dos materiales en forma de nanofibras no s6lo ha
mejorado claramente la eficacia antibacteriana, sino que también ha reducido la citotoxicidad de
ambos materiales y las membranas PCL/PVP/Ag mostraron una viabilidad mayor al 80%, se
llegd a la conclusion de que dichos resultados incorporando ZnO y Ag son adecuados para su
implementacion como apdsitos cutaneos, dichos resultados son similares a los nuestros. Ademas,
Eghbalifam et al. (2020) realizo nanofibras PCL/PVA basadas en nanoparticulas de plata,
concluyé que la introduccion de nanoparticulas no influia en la biocompatibilidad celular
superficial de las fibras electrospun, y que las esteras cargadas de Ag eran materiales no toxicos

que podrian utilizarse para la curacion de heridas.

Jung et al. (2015), tras haber realizado el ensayo MTT con fibras PCL/Ch-NPs, revelo
que las nanoparticulas de quitosano no tenian un efecto significativo sobre la capacidad de
adhesion. Sin embargo, Fahimirad S. et al (2021) realiz6 un estudio con membranas fibrosas
PCL/Ch en donde la viabilidad de las células sembradas no fue significativa con respecto a las
células cultivadas en el pozo de control después de 1, 3 y 5 dias. Esto podria atribuirse a la
presencia del polimero Quitosano en la estructura de la nanofibra, que favorece la proliferacion y
la fijacion de las células. Debido a que el Ch est4 cargado positivamente (catiénica) promueve la
adhesion celular ademés de que también se le atribuye la influencia en las diversas etapas de la
reparacion de heridas. Por lo que, al incluir el compuesto Ch a nuestras fibras, estas podran

mejorar la regeneracion del tejido celular.

Respecto al compuesto Grafeno, Yang et al. (2020) realizé una investigacién de andamios
nanofibrosos de Quitosano/PLLA recubiertos de Oxido de Grafeno (GO) y los resultados
demostraron que tanto los andamios de Ch/PLLA como los recubiertos de GO no tenian
citotoxicidad, y que los andamios de Ch/PLLA recubiertos de GO podian incluso promover la
proliferacién celular; en donde los recubrimientos de las nanohojas de GO mejoraron la
rugosidad de la superficie, la hidrofilia e introdujeron grupos funcionales bioactivos (hidroxilo,
carboxilo y epoxi) y se ha informado de que la superficie mas rugosa mejord el numero de
adhesiones focales y la proliferacion celular, lo cual es bueno ya que las adhesiones focales

tienen una importancia fundamental en la fisiologia humana porque regulan la adhesion celular,
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la deteccion mecdanica y el control de sefiales del crecimiento y la diferenciacion celular; Esto es

debido a los abundantes grupos de 6xido en su superficie.

En conclusion, nuestras membranas fibrosas demostraron que son biocompatibles y
mejoran la proliferacion celular ya que no hay una diferencia significativa en el crecimiento

normal de los fibroblastos, esto debido a compuesto antibacteriano (ChAgG).

Figura 18. Fibroblastos L929 de raton.

5.3.- Caracterizacion de fibras

5.3.1.- Analisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Una caracteristica importante de un sistema de vendaje para heridas es la estabilidad
térmica de las fibras poliméricas, ya que las lesiones por quemaduras pueden alcanzar
temperaturas de hasta 41 °C (Franca, D. C. et al., 2016). Segun la literatura, la temperatura de
transicion vitrea de la PCL es de unos -60 °C, mientras que el punto de fusion es de 60 °C
(Franga, D. C. et al., 2016), lo que coincide con nuestros resultados. En el caso del PVP, su punto
de fusion es de alrededor de 150-180 °C (Amelia, R. P. D. et al., 2016). Los termogramas de la
Figura 19. muestran que el PCL/PVP con proporciones de 85:15 tiene un punto de fusion de

~45,89 °C, estando de acuerdo con la literatura mencionada. La disminucion progresiva del
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punto de fusion confirma la presencia de PVP en la mezcla polimérica a medida que aumenta el
contenido de PVP. Los puntos de fusion de los polimeros estudiados en este trabajo son similares
a los encontrados en la literatura (Franga, D. C & Amelia, R. P. D. et al., 2016), identificados
como adecuados para su aplicacion. Estos termogramas muestran que la incorporacion del
ChAgG no produce una modificacion significativa del punto de fusion, proporcionando un
amplio margen de temperatura (méas de 10 °C) por encima de la temperatura de quemado (41
°C). Con respecto a la temperatura de degradacion y a la temperatura inicial de degradacion
donde se observd un 5% de pérdida de masa, también se puede observar un ligero descenso en
todas las muestras cargadas con ChAgG en comparacion con las fibras de control.
Posteriormente, en la temperatura critica de degradacion donde se produjo el 50% de pérdida de
masa, se observo una variacion mas dispersa de la temperatura a 410 °C aproximadamente.
Curiosamente, al comparar la temperatura total de degradacion entre las fibras PCL/PVP sin
carga y las fibras PCL/PVP-ChAgG, se aprecia una gran diferencia, donde cuanto mayor es la
proporcion de ChAgG, mayores son los componentes residuales que no se descomponen a 780
°C aprox., en contraste con el control PCL/PVP que se degradé totalmente a 556 °C. Estas
ultimas observaciones demostraron la presencia de la mezcla de ChAgG en las fibras de

PCL/PVP (Tabla 6).
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Figura 19. Analisis DSC y TGA de las fibras electrospun de PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG. La

figura de arriba corresponde al grafico DSC, la de abajo corresponde al grafico TGA.

Tabla 6. Temperaturas importantes en el andlisis TGA-DSC de las fibras electrospun de
PCL/PVPy PCL/PVP-ChAgG
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Muestras Temperatura Temperatur Degradacion Degradacion Degradacion

transicion a de fusion inicial (°C) critica (°C) total (°C)
vitrea (°C) O
PCL/PVP
control - 63.63 45.89 367.27 411.80 555.77
PCL/PVP
ChAgG 1 -63.23 48.42 351.19 408.58 780.47
Y%
PCL/PVP
ChAgG 5 -63.72 51.79 354.86 414.87 779.22
%
PCL/PVP
ChAgG 10 -62.96 51.27 367.43 412.11 779.89
%

5.3.2.- Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Todas las muestras de PCL/PVP-ChAgG fueron electrospun con ¢éxito con las
condiciones utilizadas, todas las muestras desarrollaron estructuras fibrosas sin presencia de
artefactos y bulbos. Debido a la aplicacion propuesta, se pretendia que las fibras fueran gruesas

para mejorar sus propiedades mecanicas y su manejabilidad. La fibra de control de PCL/PVP
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tiene un diametro medio de fibra de 2,9 £ 1,7 um, y se observo que con la adicion del ChAgG a
las muestras, todas las fibras se adelgazaron. En el caso del PCL/PVP-ChAgG 1 % el diametro
medio de la fibra fue de 1,5 + 0,5 pm, para el PCL/PVP-ChAgG 5 % de 2,0 + 0,7 um, y para el
PCL/PVP-ChAgG 10 % de 0,6 = 0,3 um, respectivamente (Figura 20.). Siendo las fibras de
control de PCL/PVP las mas gruesas y las de PCL/PVP-ChAgG 10 % las de didmetros mas
reducidos. Con la excepcion de las fibras de PCL/PVP-ChAgG 10 %, toda la distribucion de las
muestras fue mas abundante a 1,5 pm. Ademas, se utiliz6 el filtro EDX para encontrar Ag en las
muestras fibrosas y evidenciar la presencia de las formulaciones de ChAgG. Afortunadamente,
en todas las muestras cargadas se encontrd una sefial de Ag, y no se encontro presencia en las

fibras de control de PCL/PVP (Tabla 7).

Tabla 7. Mediciéon de los diametros de las fibras con el programa ImageJ y analisis EDX. Z:

Media. SD: Desviacion estandar.

Muestras 7+ SD (nm) Ag (wt %) C (wt %) O (wt %)
PCL/PVP a1 29+1.7 0 74.93 25.07
PCL/PVP-ChAgG 1 % 1.5+0.5 0.01 76.12 23.87
PCL/PVP-ChAgG 5 % 20+0.7 0.06 65.39 34.56
PCL/PVP-ChAgG 10 % 0.6+0.3 0.24 78.95 20.81°
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Figura 20. Analisis EDX PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG fibers. A) PCL/PVP Control. B)
PCL/PVP-ChAgG 5%. C) PCL/PVP-ChAgG 10%.

Jaganathan, M. P. Mani et al., 2019, informaron de nanofibras electrospun de compuesto
de poli-uretano/nitrato de cobalto con un diametro de fibra de 0,6 + 0,2 um y fibras pristinas de
poli (uretano) de 1,10 + 0,2 um. Se observé que las esteras fibrosas del compuesto de PU/nitrato
de cobalto mostraban fibras reducidas en comparacién con las fibras de PU. La reduccion del

diametro de las fibras del compuesto de PU/nitrato de cobalto electrohilado se debio a la
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disminucién de la concentracion de polimero al afiadir nitrato de cobalto en la matriz de
poliuretano. La reduccidon del didmetro de las fibras en comparacion con el PU pristino podria
favorecer la adhesion y proliferacion de fibroblastos para el crecimiento de nuevos tejidos

cutaneos. Se observaron resultados similares en nuestras fibras.

Williams, C., 2021, preparo fibras electrospun de poli (etilenglicol) (PEO) utilizando el
electrohilado coaxial para proponerlas como apositos para heridas. Estas fibras se cargaron con
nitrato de cerio (III) y se alinearon aleatoriamente con fibras de 1,2 = 0,2 pmy 1,1 £0,3 um de
diametro. Los estudios de liberacion demostraron que los apdsitos a base de PEO entregan
completamente su contenido después de la primera hora sin efectos de citotoxicidad, los autores
discutieron que estas fibras con estos diametros son eficaces para esta aplicacion especifica. Los
diametros de las fibras obtenidos en ese estudio son similares a los nuestros, y estan destinados a

la misma aplicacion.

Por ultimo, Zhao, Y-T., 2020, inform¢6 del disefio y la configuracion de un dispositivo de
electrohilado de fusion portatil autoalimentado para la fabricacion de apositos para heridas in situ
de poli (4cido lactico) (PLA), poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA 75:25) y policaprolactona
(PCL) en modelos animales, donde los didmetros finales de las fibras son de alrededor de 27,5
um, 21,2 um y 35,8 um, respectivamente. Los autores concluyeron que estos apositos para
heridas son sistemas eficaces. Como puede observarse, estos ultimos didmetros son
significativamente mds gruesos que nuestros sistemas fibrosos, lo que confirma su uso potencial

en esta aplicacion.

5.3.3.- Espectroscopia de Infrarrojos por Transformada de Fourier

Después de analizar las muestras se pudieron identificar las frecuencias de 1107-1108
cm™ debido a la vibracion de estiramiento del grupo éster €) C-O-C y alrededor de 1722 cm™ se
produce un pico agudo que corresponde a la vibracion de estiramiento del b) C=0 del PCL, sin
embargo el grupo e¢) C-O-C también pertenece al solvente Diclorometano (DCM); y para el PVP
se observa la banda de frecuencia de 1164-1239 cm™ del grupo amina ¢) C-N; en general esto
nos indica la presencia de los polimeros PCL/PVP. Por otro lado, también podemos observar los

picos de 1661-1677 cm™ son correspondientes a la vibracion de estiramiento del grupo amida d)

65



C=0 que nos indica la presencia de compuesto Quitosano (Ch), aunque segin estudios
mostrados en la literatura, los picos caracteristicos del Quitosano estan aproximados a 3400 cm™
(amina primaria alifatica) y 2800 cm” Kosowska et al. (2020). En la soluciéon de PCL/PVP
ChAgG 10% no se logra observar la presencia de este pico. Para la presencia del compuesto de
plata (Ag) sucedi6 algo similar, en la literatura se hizo Espectrometria a nanoparticulas de Agy
se encontraron picos de 1647 cm™ que indica la presencia del grupo amida en las nanoparticulas
formadas (Mohammadzadeh Kakhki, R et al., 2019) que corresponden con nuestro pico de 1667
cm-1 y que el control no presenta al igual que la muestra de 10% d) C=0. Las bandas en
2866-2950 cm-1 producidas por la vibracidon de estiramiento del grupo de a) C-H, nos indica la

presencia del Tetrahidrofurano, uno de los solventes utilizados (Figura 21.).
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Figura 21. Analisis FTIR para nanofibras electrohiladas de PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG

Todas las muestras se analizaron mediante Espectroscopia Infrarroja de Transformada de
Fourier (FTIR) para obtener pruebas de la incorporacion del ChAgG en las fibras de PCL/PVP,
por lo tanto, se registraron picos caracteristicos del PCL de 1722 cm™ en todas las membranas
que corresponden a la vibracion de estiramiento del b) C=0 y de 1107 cm™ de las vibraciones del
grupo éster e) C-O-C que coinciden con la literatura; con respecto al PVP también se
encontraron sefiales que los caracterizan en 1164-1239 c¢cm™ debido al estiramiento del grupo

amida C) C-N y el espectro de 1780 cm™ del estiramiento de la amina primaria N-H, resultados
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similares se mostraron por Cao et al., (2022) lo cual nos indica que la hilatura de las membranas
PCL/PVP se realiz6 con éxito. Por otro lado, también se encontraron picos de 960 cm™ que esté
asociado a la vibracion del anillo del compuesto PVP y todas las muestras lo presentan Versei et
al., (2021) lo cual también nos indica que la hilatura PCL/PVP se hizo de la manera correcta en

todas las muestras.

Con respecto a las vibraciones del Quitosano, como ya se menciond anteriormente,
estudios mostrados en la literatura indicaron que los picos caracteristicos del Quitosano estan
aproximados a 3400 cm™ (amina primaria alifatica) y 2800 cm™, sin embargo, observamos picos
de 1661-1677 cm™ que se adjudican a la vibracion de estiramiento del grupo N-acetilo del enlace

d) C=0O que nos indica la presencia del compuesto Ch, Lillo y Kosowska et al. (2014) (2020).

Al agregar el ChAgG vemos un desplazamiento del grupo b) C=O de las bandas del
PCL/PVP de 1722 cm™ a 1661 cm™ lo que nos indica que ahi fue donde se unié el PCL/PVP con
el compuesto ChAgG. Vemos comportamientos similares con Li, R. et al., (2019), fabrico
nanofibras PCL/PVP/AgNp en donde después de afiadir el AgNO; a la solucion, la banda de
absorcion de PVP en 1658 cm™ se desplazo a 1663 cm™, lo que indica la presencia de interaccion
entre el Ag y el grupo C=0; dichas vibraciones se presentan en las nanofibras con el compuesto
antibacteriano, sin embargo, en la muestra PCL/PVP-ChAgG 10% esta sefal no es percibida, lo
cual nos dice que algo sucedid, pero cabe aclarar que este ensayo no es determinante para

afirmar la presencia del compuesto ChAgG.

En la Tabla 8. observamos los grupos funcionales analizados en la Figura 21.
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Tabla 8. Grupos funcionales analizados del PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG

Grupos funcionales PCL/PVP PCL/PVP PCL/PVP PCL/PVP

ChAgG 1 % ChAgG 5 % ChAgG 10 %

2945.60 2947.00 2947.99 2950.50

a) C-H
2865.84 2867.81 2866.66 2868.78
b) C=0 1722.03 1722.66 1722.58 1722.74
d) C=0 Sin sefal 1661.34 1677.14 Sin sefial
1238.58 1238.42 1238.99 1238.25

¢) C-N
1164.28 1164.27 1164.50 1164.65
e) C-0O-C 1107.16 1107.36 1108.34 1107.13

5.3.4.- Tomografia de Rayos X

La tomografia de rayos X es un ensayo no destructivo (NDT), una técnica muy atractiva
para el andlisis de piezas de alta densidad debido a su posibilidad de distinguir entre diferentes
materiales y diferentes estructuras existentes en una pieza, como es el caso de las fibras
electrohiladas. Existen diferentes factores que pueden influir en el rendimiento del proceso de
CT, siendo uno de ellos la técnica de extraccion de superficie utilizada, en esta investigacion la
técnica de extraccion de superficie se basa en la definicién de un valor de nivel de gris como
referencia de similitud, de esta manera es posible identificar las fibras y el aire que las rodea, lo
cual es importante analizar ya que a este tipo de membrana de fibras electrospun se le debe

permitir la oxigenacion para un mejor proceso de reepitelizacion. Figura 22. muestra una imagen
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HD de la CT realizada sobre las fibras electrohiladas. En ella, el color blanco representa las
fibras y el color rojo el aire entre ellas, siendo este tltimo el 24% del volumen total de la pieza.
Este porcentaje de aire en la pieza es el que permite la oxigenacion de la lesion y por tanto la

mejor reepitelizacion.

Figura 22. Las fibras electrohiladas en blanco y el aire rodeado en rojo.

La tomografia de rayos X también es muy util para generar un volumen 3D de las fibras
electrospun para analizar la interconexion de las fibras y los defectos en un modelo real de la
membrana. En la Figura 23. se muestra un modelo 3D completo de la membrana. Las Figuras
23B, 23C y 23D muestran la interconexion de las fibras en detalle y también algunos poros entre
ellas.
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Figura 23. Volumen 3D de la tomografia de rayos X de las fibras PCL/PVP y
PCL/PVP-ChAgG. Analisis de los poros interconectados.

5.3.5.- Pruebas Mecanicas

Se realizaron mediciones convencionales de macro-tension utilizando una maquina para
pruebas de tension (FG-3000 Digital Force Gauge, NidecShimpo, Glendale Heights, IL, USA)
Para evaluar las propiedades mecanicas de las membranas PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG de
acuerdo a la norma ASTM D638; pare ello se utilizaron tres réplicas de cada muestra, en donde a
partir del grafico esfuerzo-deformacién se obtuvieron el moédulo eléstico, la resistencia a la
traccion y el alargamiento a la rotura de las nanofibras, los resultados se muestran en la Figura
24. Todas las membranas fibrosas (PCL/PVP y PCL/PVP-ChAgG) mostraron diferentes
espesores como se muestra en la Tabla 9., en donde observamos que el espesor va incrementando
conforme se aumenta el porcentaje del compuesto antibacteriano ChAgG, sin embargo, al llegar

a las membranas PCL/PVP-ChAgG 10% estas mostraron un decremento del 33% con respecto al
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control (PCL/PVP).Por otro lado, debido al comportamiento observado en las nanofibras, se
observa que hubo una mejora en sus propiedades al agregar el compuesto antibacteriano
(ChAgG); respecto a la fuerza de tension a la ruptura como se muestra en la Figura 24., todas las
fibras funcionalizadas PCL/PVP-ChAgG resultaron ser mas resistentes a la deformacion pléstica
y a la carga ultima que las membranas PCL/PVP. Sin embargo, en los modulos elasticos se
muestra una disminucion en las membranas PCL/PVP-ChAgG 10 % y tras realizar un analisis de
varianza (ANOVA). En conclusiéon las membranas fibrosas con mejores comportamientos
mecanicos fueron las PCL/PVP-ChAgG 5% con valores del mddulo elastico de 4,785 = 0,430
MPa, resistencia a la traccion 1,706 = 0,146 y alargamiento a la rotura 126,483 + 9,828% en
comparacion con PCL /PVP que tiene valores de mddulo elastico de 3,503 + 0,512 MPa,
resistencia a la traccion 0,735 £+ 0,062 MPa y alargamiento a la rotura 49,745 + 18,471%. Esto
nos expresa la capacidad de las membranas fibrosas de resistir cambios sin fracturarse hasta

cierto punto Montero de Espinosa et al. (2017).
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Figura 24. Propiedades mecanicas evaluadas. A) Esfuerzo, B) Mddulo eléstico, C) Resistencia a

la traccion, D) Alargamiento a la rotura.

Tabla 9. Mediciones de propiedades mecanicas evaluadas.

Muestras Espesor Modulo elastico Resistencia a la Alargamiento a
(mm) (MPa) traccion (MPa) la rotura (%)
PCL/PVP 0.06 3.503+£0.512 0.735 + 0.062 49.745+ 18.471
PCL/PVP 0.08 2.933+0.364 1.144 £ 0.078 152.654 +23.590
ChAgG 1%
PCL/PVP 0.14 4.785 + 0.430 1.706 = 0.146 126.483 +9.828
ChAgG 5%
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PCL/PVP 0.02 1.528 +0.591 1.051 £0.054  116.966 + 14.046
ChAgG 10%

Un requisito para el uso de los andamios nanofibrosos en aplicaciones biomédicas es que
tengan propiedades mecanicas idoneas ya que la integridad estructural y la resistencia mecéanica
de los andamios son muy importantes en la formacion de tejidos nuevos, Crolsier et al., (2012).
En este caso, nuestras membranas fibrosas contienen PCL debido a su excelente capacidad de
hilar y a su resistencia mecanica, es por esto que se estd aplicando ampliamente en los apositos
para heridas Hu et al., (2018); En este caso lo incorporamos con PVP (PCL/PVP), Shitole et al.,
(2020) realizd un estudio donde fabrico y compard fibras PCL y PCL/PVP en donde las
nanofibras de PCL/PVP mostraron una disminucién de la resistencia a la traccion en
comparacion con las nanofibras de PCL, lo cual puede deberse a la escasa interaccion fisica entre

las cadenas poliméricas de PVP con la PCL.

Augustine R. et al., (2016) reportd nanofibras electrohiladas de PCL y PCL/Ag, fabrico
tres muestras con distintas concentraciones de Ag (0.05, 0.25, 0.5 and 1 wt%) la muestra con
0.05 wt% Ag presenté un modulo de elasticidad de 3.38 &+ 0.74 MPa una resistencia a la traccion
de 1.72 = 0.17 MPa y un alargamiento a la rotura de 328 = 12 %, la 0.25 wt% Ag 4.28 + 1.28
MPa, 2.78 + 0.18% y 427 + 16 MPa respectivamente, pero al llegar a la muestra de mayor
porcentaje estas propiedades ya mencionadas disminuyeron presentando modulo de elasticidad
de 2.97 £ 0.59 MPa una resistencia a la traccion de 1.23 = 0.08 MPa y un alargamiento a la
rotura de 251 £ 11 %. Al comparar la membrana (PCL/Ag) con PCL, el comportamiento de estos
resultados es similar al de nuestras fibras ya que en el aumento del mddulo elastico continua de
forma lineal hasta la muestra b. de las membranas que contienen nanoparticulas (NPs) de Ag, sin
embargo, al aumentar el contenido de NPs de plata se provoco una disminucion en la resistencia
a la traccion y en el alargamiento de la rotura. Por lo que podemos concluir que en cierto punto si
se contintan incorporando nanoparticulas de plata, el mdédulo de elasticidad de la membrana
PCL/PVP disminuird en gran medida. Esto se debe al hecho de que las nanoparticulas tienen una
alta energia superficial y son faciles de aglomerar, lo que conduce a la escasa dispersion de las

mismas en la matriz polimérica.
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Por otro lado, Faraji L. et al., (2020) fabricO6 y compardé membranas fibrosas de
poli-caprolactona (PCL) y poli-caprolactona/6xido de grafeno (GO), en donde los andamios de
PCL mostraron una resistencia a la traccion de 3.2 MPa, mientras que los que contenian GO
mostraron una mayor, hasta 4 Mpa y un alargamiento a la rotura aproximado del 100% y 120%
respectivamente lo que indica que la presencia de GO puede fortalecer la estructura de los
andamios, posiblemente debido a la mejora de las interacciones entre los grupos funcionales de
la superficie de GO y la matriz de PCL. Por lo tanto, el autor concluy6 que las propiedades
mecanicas unicas de las nanoparticulas de GO mejoran el comportamiento de
tension-deformacion de los andamios y son considerados como candidatos prometedores para la
curacion de heridas. Nuestras fibras muestran un comportamiento similar al ser funcionalizadas,
por lo que podemos decir que son prometedoras para su aplicacion en regeneracion de tejido, sin
embargo debemos buscar mejorar la resistencia a la traccion. Ya que Fahimirad S. et al., (2021)
presentd nanofibras PCL incorporadas con Quitosano que presentaron una resistencia a la
traccion con diferencias no significativa entre ambas muestras, de 7 Mpa y un alargamiento a la
rotura del 35 % y concluy6 que estos valores obtenidos de las nanofibras fabricadas demostraron

unas propiedades mecénicas de traccion adecuadas para su aplicacion como apdsito para heridas.

Finalmente, Chatterjee et al., (2013) presentd un modelo basado en la percolacion para la
conductividad de los compuestos de nanofibras, en donde dice que las propiedades de los
materiales como los modulos elasticos de los materiales compuestos a base de nanoparticulas
suelen presentar variaciones drasticas en funciones de la composicid; por lo que los aumentos
bruscos de los modulos o de la conductividad se han descrito a menudo en el marco de la teoria
de la percolacion; dicho término representa la fraccion de volumen en la que las particulas
forman por primera vez un grupo infinito y conectado, lo cual nos explica la mejora en los
resultados que muestran las membranas PCL/PVP-ChAgG 5%, sin embargo, Musino et al.,
(2020) en un estudio realizado dice que que la caracterizacion del estado de dispersion de las
NPs en matrices poliméricas es particularmente dificil a altas concentraciones, ademas de que la
polidispersidad de las NPs induce una disminucion débil del umbral de percolacion lo cual nos
explica el comportamiento de las nanofibras PCL/PVP-ChAgG 10%. Lo cual es comprobado por
Vengatesan et al., (2016) con su investigacion donde explican que la incorporacion de la fraccion

de volumen de las nanoparticulas en la matriz polimérica tiene un cierto nivel de umbral, y por

74



encima de ese nivel, se crea una aglomeracién en los nanocompuestos poliméricos, lo que

provoca una reduccion de las propiedades del polimero.

VI.- CONCLUSIONES

Se buscan apoésitos bioactivos para el tratamiento de heridas superficiales de la piel o de
quemaduras que generen mucho exudado. Uno de los problemas importantes en estos
tratamientos es la contaminacion microbiana y la adhesion del apdsito a las zonas afectadas, lo
que complica la curacidon y recuperacion de la piel. Respecto a la evaluacion bioldgica, el estudio
realizado de citotoxicidad con fibroblastos L.-929 (MTT) demostrd la biocompatibilidad de los
apositos con mas del 80 % de proliferacion celular sin una diferencia significativa entre los
distintos porcentajes de concentracion, lo que significa que la estructura fibrosa no causa
alteracion en el crecimiento normal de los fibroblastos, qué es lo que se esperaba, ademas de que
debido a la incorporacion de ChAgG hizo que la rugosidad de la superficie de la membrana
fibrosa incrementara el nimero de adhesiones focales y la proliferacion celular. Mientras que el
andlisis antibacteriano resultdé mas eficiente para la bacteria Escherichia coli que para la
Staphylococcus aureus lo cual se puede mejorar desde la concentracion de las soluciones
poliméricas, sin embargo, si demostraron una disminucion bacteriana lo cual los hace prospectos
para su aplicacion. Las técnicas de FTIR y TGA-DSC demostraron la funcionalizacion de las
nanofibras electrohiladas con el compuesto ChAgG, mientras que el estudio SEM vy la
tomografia de rayos X demostraron la estructura tridimensional del apdsito final con poros
interconectados. Finalmente, las propiedades mecanicas del apdsito de ChAgG resultaron ser las
deseadas para la aplicacion, mostrando que la incorporacion de un 5% de ChAgG p/v respecto a
la matriz polimérica posee mayores propiedades mecanicas de elasticidad, alargamiento a la
rotura y resistencia a la traccion que las fibras sin carga, demostrando que la adicion de ChAgG
no solo dara propiedades antimicrobianas, sino que también mejora las propiedades mecanicas

en un 64 % de las fibras resultantes.
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