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RESUMEN
La biomedicina regenerativa ha revolucionado la curacion de heridas y regeneracion de la
piel. Diversos materiales como colageno, quitosano, fibrina, polisacaridos, poli (acido
lactico) , poliuretanos, policaprolactonay poli-(alcohol vinilico) (PVA) han sido investigados
para su aplicacién como apositos o vendajes poliméricos en la curacion de tejido cuténeo.
Sin embargo, esta area aun sigue siendo un reto clinico, y se requieren desarrollar nuevos
materiales biocompatibles y con actividad antimicrobiana que eviten su contaminacién por
diferentes microorganismos presentes en el medio ambiente y en particular por bacterias. En
este proyecto se desarrollaron membranas de PVA modificadas con diferentes
concentraciones de poli (&cido 2-acriloamido-2-metilpropanosulfénico) (PAMPS) para su
aplicacion como apositos poliméricos en la reparacion de tejido cutaneo. Se reporta la
metodologia de preparacion por el método de inversion de fases, obteniendo membranas
microporosas y entrecruzadas con acido succinico (SA) con estructura biomimética similar a
la piel. Estas membranas presentan estabilidad mecanica, biocompatibilidad y actividad
antimicrobiana, debido a las caracteristicas que en conjunto presentan estos polimeros

mezclados y entrecruzados.

Los resultados exhibieron una membrana de estructura bicapa; la capa densa estd compuesta
de PAMPS vy la capa porosa de PVA/PAMPS, lo cual se confirmd por microscopia
electronica de barrido y anélisis elemental de las membranas. Las membranas de
PVA/PAMPS presentaron valores de modulo elastico (E) entre 0.44 y 0.86 MPa valores
cercanos a lo reportado para la piel (0.64 MPa). La introduccion de PAMPS en las
membranas fue altamente efectiva para mejorar las propiedades de hinchamiento y la
proliferacion celular de fibroblastos. Ademas, las membranas de PVA/PAMPS exhibieron
inhibicion a 4 cepas bacterianas; E. coli, P. aureuginosa, S. aureus y C. albicans, siendo el
PAMPS el agente activo que proporciona actividad bacteriostatica o bactericida a las

membranas.
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ABSTRACT
Regenerative biomedicine has revolutionized wound healing and skin regeneration. Several
materials such as collagen, chitosan, fibrin, polysaccharides, polylactic acid, polyurethanes,
polycaprolactone and polyinyl alcohol (PVA) have been investigated for their application as
dressings or polymeric bandages in the healing of skin tissue. However, this area remains as
clinical challenge, and new biocompatible materials with antimicrobial activity need to be
developed to avoid contamination by different microorganisms present in the environment

and, in particular by bacteria.

In this project, PVA membranes blended with different concentrations of poly-2-
acryloamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid (PAMPS) were developed for their
application as wound dressings in the repair of skin tissue. The elaboration methodology by
the phase inversion method is reported, obtaining microporous membranes crosslinked with
succinic acid (SA) with biomimetic structure that simulates the skin. These membranes
present mechanical stability, biocompatibility, and antimicrobial activity, due to the

characteristics of these blended and crosslinked polymers.

The results showed a bilayer membrane structure, where the dense layer is composed by
PAMPS and the porous layer of PVA/PAMPS blends, which was confirmed from scanning
electron microscopy and elemental analysis of the membranes. The PVA/PAMPS
membranes presented elastic modulus (E) valutes between 0.44 and 0.86 MPa, which is close
to the values reported for skin (0.64 MPa). The introduction of PAMPS into the membranes
was highly effective for improving the swelling properties and fibroblasts cell proliferation.
In addition, PVA/PAMPS membranes exhibited inhibition of 4 bacterial strains E. coli, P.
aureuginosa, S. aureus and C. albicans, being PAMPS the active agent that provides

bacteriostatic or bactericidal activity to the membranes.
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INTRODUCCION

La biocompatibilidad es una de las caracteristicas mas importantes de un material polimérico
cuya superficie se requiere para interactuar con un sistema biologico. Dado que los materiales
interacttan con el entorno a traves de sus interfaces, se considera que el tipo y fuerza de tales
interacciones dependen en gran medida de las propiedades de la superficie de este tipo de
materiales [1]. En este sentido, se ha investigado la biocompatibilidad de un gran nimero de
polimeros naturales y sintéticos, tales como, colageno, quitosano, fibrina, polisacaridos, poli
acido lactico), poliuretanos, policaprolactona y acido poliglicélico, asi como de materiales

ceramicos y metalicos [2, 3, 4].

Dentro de la gama de polimeros sintéticos, el poli-(alcohol vinilico) (PVA) destaca por su
biodegradabilidad, biocompatibilidad, excelentes propiedades mecéanicas y elevada
estabilidad en un extenso intervalo de condiciones de pH y temperatura; por lo tanto, ha sido
ampliamente usado en diferentes areas del campo biomédico. ElI PVA tiene la capacidad de
formar hidrogeles que retienen gran cantidad de agua dentro de su red tridimensional de
cadenas poliméricas [5]. Sin embargo, en condiciones himedas las propiedades del PVA
disminuyen debido a la accion plastificante de las moléculas de agua, creando ambientes
dificiles que no son compatibles con células y tejidos [6]. Aunado a ello, el PVA puro tiene
poca adhesion celular, debido a su baja afinidad de proteina [7]. Con la finalidad de disminuir
tales desventajas, se han considerado algunas modificaciones tales como, mezclado fisico
con polimeros compatibles, modificacion quimica mediante injertos, desarrollo de redes

poliméricas interpenetradas y mediante entrecruzamiento quimico [8].

Estudios recientes han demostrado que la mezcla de PVA con algunas biomacromoléculas
como quitosano [9], heparina y compuestos con terminaciones sulfonadas, los cuales
presentan propiedades biologicas intrinsecas, son benéficas para la adhesion celular y la
proliferacion [8]. Sin embargo, a pesar de las mejoras que provee la mezcla con estos
biopolimeros, las propiedades mecénicas se ven fuertemente afectadas, tal es el caso del

quitosano, que a pesar de tener excelentes cualidades para su aplicacién bioldgica ha sido



necesario modificar su uso con ayuda de polimeros sintéticos y entrecruzantes para mantener
su estabilidad [10].

Dentro de este contexto, se plantea el desarrollo de membranas de PVA con diferentes
concentraciones de poli(acido 2-acriloamido-2-metilpropanosulfénico) (PAMPS) para su
aplicacion como apositos 0 vendajes poliméricos en la reparacion o curacion de tejido
cutaneo. EI PAMPS es un polimero hidrofilico que contiene grupos acidos sulfénicos como
los de la heparina o taurina (compuestos presentes en el cuerpo humano con una funcion
vital) en su estructura quimica [11]. Ademas, el PAMPS presenta alta estabilidad térmica,
inercia quimica y resistencia hidrolitica en entornos fisioldgicos, y recientemente se ha
reportado que presenta excelente actividad antimicrobiana, lo cual es de suma importancia
para evitar la contaminacion del material por diferentes microorganismos presentes en el
medio ambiente y, en particular, el crecimiento de bacterias en el area de proliferacion celular
[12].

Por lo tanto, el desarrollo de membranas de PVA mezclado con cierta concentracion de
PAMPS, formando una red polimérica de superficie microporosa, mejorard la
biocompatibilidad de las membranas de PVA puro, y proporcionara actividad
antimicrobiana. Se propone que las membranas presenten por un lado una superficie densa
de PAMPS que sea permeable al oxigeno e impida la infeccion bacteriana; por otro lado, una
cara inferior con superficie microporosa compuesta de PVA/PAMPS que favorezca el
crecimiento celular y acelere la regeneracion del tejido. Por otra parte, el entrecruzamiento
quimico es una técnica que se utiliza para mejorar la estabilidad mecénica y térmica en
membranas elaboradas a partir de polimeros hidrofilicos [13]. Por lo que, se propone el
entrecruzamiento quimico de la membrana con &cido succinico (SA), el cual es un agente de
entrecruzamiento usado extensamente en el area biologica debido a su biocompatibilidad, el
cual permitira mantener un ambiente himedo local con alta biocompatibilidad alrededor de

la herida.



HIPOTESIS

La introduccion de PAMPS a diferentes concentraciones (5, 10 y 15 % peso) en las
membranas de PVA, permitira mejorar la biocompatibilidad e impartira actividad

antimicrobiana a las membranas microporosas elaboradas.



OBJETIVOS
Objetivo general:

Desarrollar y caracterizar membranas de mezclas poliméricas de PVA/PAMPS

entrecruzadas, evaluar su capacidad de proliferacién celular y biocompatibilidad.
Objetivos especificos:

e Optimizar las condiciones de preparacion de las membranas de PVA y
PVA/PAMPS entrecruzadas, para obtener superficies microporosas.

e Elaborar membranas porosas de PVA y PVA/PAMPS 95/5, 90/10, 85/15 (%
m/m) entrecruzadas con acido succinico (SA) al 10 % (% m/m) con respecto al

porcentaje de PVA, utilizando el método de inversion de fases.

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las membranas a través de su
capacidad de intercambio ionico (IEC), dispersion de energia de rayos-X (EDX),
espectroscopia de fotoelectrones de rayos-X (XPS), microscopia electronica de
barrido (SEM).

e Determinar las propiedades mecanicas a tension de las membranas y medir su

porcentaje de hinchamiento, pérdida de masa y biodegradacion.

e Evaluar la biocompatibilidad de las membranas de PVA/PAMPS mediante
ensayos in-vitro en presencia de fibroblastos de acuerdo con la norma 1SO-10993-
1-2009.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de los polimeros estudiados con al menos tres

sepas microbianas adecuadas.



CAPITULOI. ANTECEDENTES

En los altimos afios, la medicina regenerativa ha evolucionado en muchas &reas, tales como
la curacién de heridas y la regeneracion de la piel. A pesar de ello, el tratamiento de las
heridas cutaneas agudas y cronicas sigue siendo un reto clinico y una necesidad vital para
muchos pacientes. A nivel mundial, en 2004 se reportaron quemaduras Yy afecciones cutaneas
graves en mas de 11 millones de pacientes cada afio, causado por ataques con &cido,
escaldadura, trauma eléctrico o quimico, heridas agudas o crénicas, patologias relacionadas
con la piel (como ulceras en el pie diabético), fistulas perianales, 0 cominmente dafios
térmicos [14]. En 2016 se report6 que las infecciones por quemaduras fueron la causa mas
comun de morbilidad y mortalidad en la poblacion, con casi el 61% de las muertes causadas
por infeccion [15]. Por otro lado, de acuerdo con Scifinder scholar, de 2016 a la fecha, las
publicaciones reportadas en el area de “apositos poliméricos para heridas”, han aumentado
considerablemente, lo cual indica la importancia e interés de la comunidad cientifica en este
enfoque biomédico. Ademas, en 2019 el costo anual del cuidado de heridas crdnicas en
Estados Unidos alcanzd un valor de 4.4 billones USD en comparacion con 3.1 billones de
USD en 2012 [16]. Por lo tanto, se han realizado esfuerzos importantes para disminuir los
costos relacionados al cuidado de las heridas. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos e
investigaciones enfocadas al desarrollo de apdsitos poliméricos, su comprension es todavia
muy limitada y adn se requieren desarrollar nuevos materiales que cumplan con las

caracteristicas necesarias de regeneracion cutanea [17].

1.1 La piel

La piel es el 6rgano més grande del cuerpo humano, protegiéndolo del medio ambiente contra
fuerzas mecanicas, factores quimicos, radiaciones, cambios de temperatura y
microorganismos que pueden generar infecciones. Manifiesta signos y sintomas de
enfermedades sistémicas, previene la pérdida de humedad, y protege al cuerpo de rayos
ultravioleta. Ademas, actia como receptora sensorial del tacto, temperatura, presion y dolor
[18].



Es una “capa protectora” con propiedades unicas: compacta, resistente, pero a la vez elastica,

sensible y en continuo cambio. Entre sus funciones se destacan las siguientes:
1) Barrera: mantiene el medio interno, oponiéndose a las pérdidas hidroproteicas.
2) Proteccion contra agresiones fisicas, quimicas y microbioldgicas.

3) Termorregulacion: conserva el calor por vasoconstriccion y por la estructura aislante de la

hipodermis; y enfria por vasodilatacion y evaporacion del sudor.

4) Protege de los rayos ultravioletas por medio de 2 barreras: la melénica (fabricada por los
melanocitos) y la cornea (queratina) fabricada por los queratinocitos, que impiden que los

rayos ultravioletas ejerzan su accion dafiina sobre el ADN nuclear.

5) Percepcion multiple a través de la informacion captada por millares de terminaciones

nerviosas distribuidas sobre su superficie.
6) Interviene en el metabolismo de importantes moléculas, como la sintesis de vitamina D.
7) Vigilancia inmunoldgica por medio de las células de Langerhans.

8) Se considera como un Organo de expresion, por su capacidad de revelar los estados
animicos muy diversos: verglienza (rubor), ira (enrojecimiento), temor (palidez), ansiedad

(sudor), etc.

En resumen, la piel, a través de todas estas funciones asegura el mantenimiento de la
integridad y de la homeostasis del organismo. La piel tiene una superficie aproximada de 2
m?2, su espesor promedio es de 2 mm, su peso representa el 30% del peso total de un adulto y

sus vasos sanguineos pueden llegar a contener 1800 mL de sangre[19, 20].

La piel es una estructura bilaminal y estd compuesta por las capas de epidermis, dermis e
hipodermis, como se muestra en la figura 1.1, cada una con diferentes funciones y

composicion.
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Figura 1.1 Composicion de la piel y dafio por quemaduras de primer hasta tercer grado [21]

La epidermis, que se encuentra en la superficie, es la capa mas delgada. Carece de vasos
sanguineos y esta compuesta por melanocitos, queratinocitos, y células Merkel que son un
tipo de receptores sensoriales. Los queratinocitos sintetizan la queratina, la cual actia como
una barrera contra el agua, mientras que las células funcionan como una barrera contra las
infecciones. El grosor varia de 0.5 mm (en los parpados) hasta 1.5 mm en las palmas de las

manos Yy en las plantas de los pies [21].

La dermis, la capa méas gruesa e interna de la piel, contiene a las glandulas sudoriparas,
foliculos de vello y vasos sanguineos. Se comunica con la epidermis mediante la membrana
basal. Las proteinas que la conforman son laminina y colédgeno 1V y VII las cuales son
sintetizadas por los fibroblastos. Los fibroblastos, ademas de secretar los componentes de la
matriz extracelular, sintetizan factores de crecimiento que auxilian en el proceso de sanacion
y de angiogénesis. Su grosor es de 0.6 mm en los parpados hasta 3 mm en la espalda, palmas
de las manos y en la planta de los pies. La hipodermis es una capa rica en grasa ubicada
debajo de la dermis y la separa de la subyacente fascia muscular [21]. Cuando la piel ha
estado gravemente dafiada por enfermedades, accidentes, traumatismos, cirugias extensas o

guemaduras, el cuerpo no puede actuar lo suficientemente rapido para fabricar las células de



reemplazo necesarias, por lo que resulta dificil de tratar, debido al alto riesgo de infeccion en
el &rea afectada y el dafio potencial de las capas méas profundas de la piel, incluida la dermis.

Actualmente en la préactica clinica, se tiene como objetivo restaurar la barrera utilizando la
piel del paciente, sin embargo, la disponibilidad de tejido donante sano a menudo es limitada
en pacientes que sufren traumas graves. En respuesta a estas limitaciones, se proponen
sustitutos de piel disefiados a partir de materiales poliméricos naturales o sintéticos

ofreciendo enfoques terapéuticos alternativos.

Los sustitutos artificiales de piel estan disefiados principalmente para actuar como una
barrera para prevenir la pérdida de fluidos e infecciones, ademas de promover la proliferacion
celular y reconstruccién de la piel. Se elaboran principalmente con diversos biomateriales
como mallas de coldgeno, o materiales sintéticos como silicona o nylon, pero también hay
algunos sustitutos que se componen de dermis de cadaver [22]. En la préctica clinica ya se
emplean diferentes sustitutos de la piel acelular, algunos comercialmente disponibles como
Integra, que se compone de una membrana de silicona y una capa de coldgeno bovino y 6-
sulfato de condroitina. Dicho material sirve para preparar el lecho de la herida para el
trasplante y es ampliamente utilizado para tratar diferentes patologias, como defectos
cutaneos y heridas parcialmente profundas. Desafortunadamente, los sustitutos de la piel
acelular muestran algunas limitaciones, como una funcion de barrera deficiente y una vida

atil corta.

Como se describe en la tabla 1.1, diversos materiales poliméricos se han usado en forma de
membranas, espumas o hidrogeles [15]. La forma mas utilizada para su aplicacién como
apositos es como hidrogel, sin embargo, la desventaja que presentan es su baja estabilidad
mecanica en estado hinchado. Esta desventaja se ha solucionado mediante el uso de
“membranas de hidrogel compuestas o hibridas” que consisten en mas de un polimero en la
composicion del apdsito. Ademas, las membranas poliméricas funcionan como una barrera
de proteccion y permiten que las celulas especializadas tales como los fibroblastos

periodontales o las células 6seas migren y regeneren correctamente los tejidos 6seos.



Tabla 1.1 Materiales Poliméricos para apdsitos de heridas actualmente disponibles [15]

Tipo de Nombres de marca Descripcion Aplicacién Tasa
apositos de
Mariales para utilidad

vendaje global
artificial (%)
Heridas 8
. . . L . superficiales y
Pghc,ul-as Tegade.rm, Bll.ster, Pel!culas smtetlzzjldas a partir Fie causadas por laser
poliméricas Poly skin I, §I|On- pol!ur«,atgno 0 algln otro material Sitios de defectos de
TSR, Opsite, polimérico cirugia
Aluderm Lesiones  cuténeas
laceradas
Flexzan, Biopatch, | Apoésitos sintetizados a partir de | Heridas cronicas 5
Crafoams, Biatain, | espumas hidrofilas y soporte | Quemaduras
Es_pu,m_as Cutinova, Reston, | hidrofébico o semipermeables | Cirugia de Mohs
poliméricas Lyofoam con membranas no absorbentes, | Heridas por
por ejemplo, polioxietilenglicol | rejuvenecimiento
cubierto de poliuretano o | con laser
silicona / poliéster.
Cultinova Gel, Hidrogeles sintetizados a partir | Exfoliacién por 43
. Biolex, TegaGel, | de polimeros  hidrofilicos | quimioterapia
Hu_jro,ggles Carrasyn, NuGel, | entrecruzados, tales como, poli- | Ulceras
poliméricos 2nd Skin Flexderm, | (alcohol vinilico), poli | Heridas de espesor
Exu Dry Dressing, | (pirrolidona de vinilo) u 6xido | medio
CarraSorb, Gel de poli (6xido de etileno). Sitios de donantes de
para heridas injertos y heridas de
organos artificiales.
AlgiSite, AlgiDerm, | Hidrogeles de alginato | Quemaduras 20
. Sorbsan, Kaltostat, | sintetizados a  partir  del | Heridas quirlrgicas
AI_gmaFos Omiderm. entrecruzamiento quimico de | y de alto exudado.
poliméricos

alginato de sodio (extraido de
algas ) con soluciones salinas de
Ca, Mg o Zn.

Ulceras crénicas




lodosorb Hidrocoloides sintetizados por | Ulceras cronicas 24
(Cadexomer), inmovilizacién de yodo en | Quemaduras
Debrisan almidén modificado soluble en | Heridas de espesor
Hidrocoloides (Dextranomer), agua a base de perlas de | medio.
poliméricos Sorbex, Duoderm | cadexomeriodina. El gel se | Sitios de injerto de
(Mezcla de forma por intercambio de yodo | donantes
polimeros) entre el material polimérico y los
exudados de la herida.

1.2 Requisitos que debe cumplir un material con aplicacién en la reparacion o

curacion de tejido cutaneo

De acuerdo con lo reportado por Kamoun et. al [17], un material aplicado como apésito para

heridas debe cumplir las siguientes caracteristicas:

a) Mantener un ambiente himedo local alrededor de la herida, lo cual significa que el
material debe poseer un alto grado de hinchamiento en agua.

b) Poseer elevada permeabilidad a los gases, en particular al oxigeno, lo cual permita la
ventilacion de la herida.

c) Remover el exceso de exudados generado por la herida, sin alcanzar la saturacion en
la superficie externa de la herida.

d) Que funcione como una barrera de proteccion de la herida contra microorganismos,
infecciones o contaminaciones.

e) Estimular el factor de crecimiento celular.

f) Poseer buenas propiedades mecanicas

g) Ser faciles y comodos de remover. Biocompatibles, biodegradables no téxicos,
elasticos y facil de esterilizar

h) Comerciablemente aceptable y costeable. Ademas de faciles de esterilizar

La figura 1.2 ilustra la estructura normal de la piel y el disefio ideal que debe contener el

material aplicado como ap6sito 0 membrana para regeneracion de heridas de la piel.
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Figura 1.2 a) Representacion esquematica de la estructura de la piel y b) disefio de una membrana
ideal para vendajes [17].

1.3 Membranas poliméricas

En la actualidad, la tecnologia de membranas poliméricas es de cuantiosa importancia debido
a sus diferentes aplicaciones en el sector industrial y en el area biomédica. Dentro de las
aplicaciones biomédicas encontramos, por ejemplo, su uso en implantes quirurgicos, como
membranas protectoras y membranas de hemodialisis usadas como terapia clinica vital para
los pacientes con enfermedad renal terminal, membranas para implantes de drganos, curacion
de heridas, formacidn 6sea y regeneracion de piel, generalmente conocidas en esta Gltima
aplicacion como andamios [17-19]. En la regeneracién de piel, se ha utilizado, por ejemplo,
poliuretano para la elaboracién de membranas poliméricas, las cuales presentan propiedades
y ventajas como flexibilidad, transparencia, adhesion, buena permeabilidad a los gases,
impermeable a las bacterias y fluidos, asi como facil control de la herida a través de la
pelicula. Sin embargo, presenta dificultad al manejo y no es absorbente lo que conlleva a la

acumulacion de los exudados de la herida y facil invasion bacteriana e infeccion [17].

Una membrana es una interfase entre dos fases adyacentes que actlan como una barrera

selectiva, es decir: “la regién que actia como barrera entre dos fluidos restringiendo o

11



favoreciendo el movimiento de uno 0 mas componentes, de uno o ambos fluidos a través de
la misma”, como se muestra en la figura 1.3 [24]. El transporte a través de las membranas
ocurre como consecuencia de una fuerza impulsora; es decir, una diferencia en el potencial
quimico por un gradiente a través de la membrana, por ejemplo, concentracion o presion, o

por un campo eléctrico.

Figura 1.3 Esquema del transporte selectivo de las membranas poliméricas [26]

1.3.1 Importancia morfoldgica de la membrana

La morfologia de la membrana es de vital importancia para su aplicacion final, ya que
factores como la permeabilidad, selectividad o biocompatibilidad superficial para interactuar
con un sistema bioldgico, determinan la eficiencia y desempefio de la membrana. Para
aplicaciones biomédicas dirigidas a la regeneracion tisular es necesario obtener una
morfologia asimétrica, con tamafios de poro delimitados, esto debido a su interaccion con
células que presentan tamafios definidos. Por lo tanto, es de vital importancia el estudio de la
estructura morfoldgica de las membranas y las técnicas a utilizar para su fabricacion, asi
como el control de la topografia, rugosidad de la superficie, porosidad, forma y tamafio de
poro [25].

Como dicta la literatura, segun su la aplicacion de la membrana, es importante tomar en
cuenta ciertos aspectos para la fabricacion de la membrana, los cuales se mencionan a

continuacion [24]:
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o Materiales.

o Seccidn transversal de la membrana: simétrica o asimétrica, multicapa, bicapa, capa
delgada o compuesto de matriz mixta.

o Meétodo de preparacion

o Forma de la membrana

1.3.2 Morfologia seguln su estructura

Las membranas poliméricas se dividen en dos grupos haciendo referencia a su estructura
interna, porosas y no porosas (densas), como se muestra en la figura 1.4. Se considera que
una membrana es porosa i tiene poros con un didmetro superior a 2 nm. Por el contrario, si
no existe evidencia de poros de ese tamario, se considera que la membrana es densa, aunque
se admite que puede contener huecos con didmetros comprendidos entre 1y 2 nm, que estan

mas relacionados a las distancias entre cadenas poliméricas [24].

En el caso de membranas porosas, su selectividad estd determinada principalmente por el
tamano y la dispersion de tamafio de los poros, que a su vez se ve afectada por el método de
fabricacion de la membrana. Sin embargo, la naturaleza del polimero en estas membranas
microporosas afectara a propiedades como la adsorcion fisica o quimica y la estabilidad

(quimica, mecanica y térmica) [26].
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Figura 1.4 Diferencia morfolégica y funcional que presentan las membranas densas y porosas

1.3.3 Métodos de elaboracion

La seleccion de una técnica para la fabricacion de membranas de polimeros depende de la
eleccion del polimero y la estructura deseada de la membrana. Los tres métodos mas

utilizados para la preparacion de membranas son:

a) Precipitacion por evaporacién de disolvente
Esta técnica consiste en verter una disolucién polimérica sobre un soporte, ya sea de vidrio,
metal o aluminio y dejar evaporar el disolvente, controlando la temperatura y la atmésfera

del medio para obtener una membrana densa y homogénea [27].

b) Evaporacion controlada
También conocido como el proceso por via seca; esta técnica consiste en disolver el polimero

en una mezcla de un par disolvente/ no-solvente. [27].

c) Precipitacion por inmersion.
En este método de preparacion, la modulacién de un pardmetro termodinamico (por ejemplo,
el parametro de solubilidad o la temperatura) puede inducir la separacién de fases de una
solucion polimérica homogénea en una fase rica en polimero y una fase pobre de polimero,

dando lugar a la formacion de la estructura porosa algunas veces asimétrica de la membrana.
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La morfologia y la porosidad de la membrana final se consolidan después de la mezcla por

cristalizacion, gelificacion o mecanismos de vitrificacion de la fase rica en polimero [28].

El método de fabricacion de membranas porosas influye en el tamafio de poro y morfologia
[28]. Las técnicas mas utilizadas para la preparacion de membranas poliméricas porosas
incluyen: inversion de fase, polimerizacion interfacial, estiramiento, grabado y electro

spinning.

1.3.4 Inversion de fases

El proceso de inversion de fase es el mas empleado y versétil en la fabricacion de membranas
asimétricas. Se ha convertido en una técnica estdndar debido a su accesibilidad y posible
control del proceso, permitiendo predecir la morfologia de la membrana polimérica. Cuando
una capa delgada de solucién polimérica entra en contacto con un no disolvente del polimero,

éste solidifica y forma una membrana asimétrica [29].

Al menos tres componentes estan involucrados en este proceso: el polimero (que forma la
membrana) , el disolvente (que disuelve el polimero para formar una solucién polimérica de
concentracion deseable), y el no solvente (el cual precipita el polimero, pero es miscible*)
en todas las proporciones con el disolvente. La estructura de la membrana se ve afectada por
las propiedades fisicas y quimicas de estos tres componentes. La estructura comdnmente
observada es una capa superior densa sostenida por una capa porosa fina que contiene poros
de tamafios similares, o una capa superior delgada soportada por una capa muy porosa que

contiene en su mayoria grandes poros [30].
Es asi como se puede describir la inversion de fase, como un proceso de mezcla mediante el
cual la solucion polimérica inicialmente homogénea se transforma de manera controlada de

un estado liquido a un estado solido. Esta transformacion se puede lograr de varias maneras:

*Miscible: capacidad de constituir una solucién homogénea mas alla de las proporciones implicadas
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(a) Precipitacion por inmersion.

La solucién polimérica se sumerge en un bafio de coagulacion sin disolvente (tipicamente
agua). La mezcla y la precipitacion se producen debido al intercambio de disolvente (de la
solucion del polimero) y no solvente (del bafio de coagulacion), es decir, el disolvente y el

no solvente deben ser miscibles.

(b) Separacion de fase inducida térmicamente.
Este método se basa en un fenémeno donde la calidad del disolvente generalmente disminuye
cuando la temperatura disminuye. Después de que se induce la mezcla, el disolvente se

elimina por extraccion, evaporacion o liofilizacion.

(c) Separacion de fase inducida por evaporacion.
La solucion polimérica se prepara en una mezcla de un disolvente y un no solvente volatil.

Al evaporarse el disolvente se lleva a cabo la precipitacién de la membrana.

(d) Separacion de fase inducida por vapor.

La transformacion se logra exponiendo la solucion polimérica a una atmdsfera que contiene
un no solvente (agua por lo general); el vapor de agua en el aire humedo es atraido hacia el
material fundido y, por lo tanto, provoca la separacion de fases (VIPS). En particular, cuando
el disolvente polimérico utilizado posee una baja volatilidad, pero una alta afinidad por el
agua en la etapa seca, la entrada de vapor de agua podria prevalecer sobre la evaporacion del
disolvente [31].

De las técnicas mencionadas, la precipitacion por inmersion y la separacion de fase inducida
térmicamente son los métodos mas comdnmente utilizados en la fabricacion de membranas
microporosas; sin embargo, mas de un factor influye en la morfologia y formacion de las
membranas, por lo que es necesario tener en cuenta todos los materiales involucrados durante
su desarrollo, siendo los polimeros seleccionados para su elaboracién los que otorgan parte

fundamental de sus caracteristicas finales.
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1.4 Materiales poliméricos

Existe una variedad de polimeros biocompatibles adecuados para aplicaciones biomédicas.
Por ejemplo, los polimeros derivados de mondmeros acrilicos como el poli-(acrilonitrilo-co-
cloruro de vinilo) y polilisina han sido investigados para encapsulacion de células e inmuno-
aislamiento. La policaprolactona (PCL) ha sido investigada como dispositivo de
administracion controlada de medicamentos. Algunos poliésteres y politetrafluoroetileno
(PTFE) son usados como reemplazos de tejido vascular; los poliuretanos se utilizan como
recubrimientos para el aislamiento de plomo en los marcapasos y para la reconstruccion del
menisco. Algunos otros materiales poliméricos que podemos mencionar son, polianhidridos,

polimetacrilato de metilo, polifosfacenos y policarbonatos, entre otros [20,21].

Sin embargo, algunos materiales poliméricos presentan limitaciones como son pobres
propiedades mecanicas, por lo que requieren ser copolimerizados o entrecruzados [9, 33] o
bien, presentan limitada biocompatibilidad y bajo crecimiento celular. Ademas, un tema
importante en el uso de materiales poliméricos para aplicaciones biomédicas que ya ha sido
mencionado anteriormente, es el relacionado con la contaminacion e infeccion del material
por diferentes microorganismos presentes en el medio ambiente, en particular por bacterias
[34].

Por lo tanto, para el desarrollo de membranas para aplicaciones biomédicas y en particular
para aplicaciones como apdsitos para heridas exudativas, se requieren materiales poliméricos
biocompatibles, que promuevan el crecimiento celular y eviten graves infecciones
producidas por microorganismos durante el crecimiento del tejido. Ademas, se requiere que
presenten adecuadas propiedades mecanicas y una estructura morfoldgica porosa adecuada

de la membrana polimérica.
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1.4.1 Poli-(alcohol vinilico) PVA

El PVA es un polimero termoplastico sintético, biocompatible, no téxico, biodegradable y
con buenas propiedades mecanicas. EI PVA se ha utilizado en mezclas y compuestos con
polimeros naturales ya que su caracter hidrofilo y con capacidad de formacion de pelicula, le
confiere cierto grado de compatibilidad con materiales poliméricos naturales. Por lo tanto,
tiene una amplia variedad de aplicaciones en el area biomédica, como lentes de contacto,
reparacion de tendones, administracion de farmacos y, como andamios de huesos, cartilagos

y valvulas cardiacas [35].

En general, el PVA se procesa en peliculas, fibras o geles mediante la tecnologia de fundicion
a partir de una solucion acuosa. La caracteristica mas atractiva del uso del PVA es la
abundancia de grupos “hidroxilos” colgantes a lo largo de la cadena principal como se
muestra en la figura 1.5, que le permiten llevar a cabo diversas modificaciones quimicas tales

como entrecruzamientos o la introduccion de moléculas bioldgicas como la colagena [36].
Nn/

Figura 1.5 Estructura quimica del PVA
1.4.2 Poli(acido 2-acriloamido-2-metilpropanosulfénico, PAMPS

El PAMPS es un polimero relativamente acido, portador de grupos sulfénicos (figura 1.6),
posee alta capacidad conductora de protones, alta estabilidad térmica, biocompatibilidad y
resistencia hidrolitica al entorno fisiologico. Debido a su caracter altamente hidrofilico
(asociado a su caracter ionico) y a su estabilidad hidrolitica, termica y mecéanica, es aplicado

como componente activo de fibras acrilicas, adhesivos, peliculas de embalaje, estabilizadores
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de espumas, latex, en el tratamiento de aguas y también en ciertos productos para el cuidado
personal como cremas, aceites, etc.[37]

En el area médica, presenta una serie de caracteristicas que le hacen altamente atractivo
debido a que presenta excelente capacidad de absorcion de agua (sus derivados pueden
considerarse en algn caso como superabsorbentes), lo que lo hace util en formulaciones de
hidrogeles. Ademas, puede formar complejos con polielectrolitos catidnicos y tiene
propiedades lubricantes, adhesivas y es un componente biocompatible [37]. Resaltando en
esta area, la propiedad asociada a la naturaleza sulfonica de sus grupos ionicos, la cual es
responsable de sus caracteristicas anticoagulantes por su mimetismo con la heparina

(molécula natural con gran actividad antitrombogeénica y portadora de grupos sulfonicos).

Figura 1.6 Estructura quimica del PAMPS

1.5 Antecedentes del PVA y PAMPS

Recientemente, Peng y colaboradores (2019) estudiaron las propiedades mecéanicas y la
biocompatibilidad de hidrogeles de PVA con diferentes concentraciones de quitosano [2].
Estos hidrogeles presentaron alta hidrofilicidad, excelentes propiedades de hinchamiento,
propiedades fisicoquimicas y mecanicas estables, asi como baja toxicidad y con excelente
adhesion y proliferacion celular. En el mismo afio, Lynda y colaboradores fabricaron un
andamio poroso de PVA modificado con é&cido citrico para obtener un polimero
biodegradable con subproductos no toxicos. Los autores reportaron que los andamios de
poliéster no presentaban toxicidad y eran biocompatibles con células vasculares de musculo

liso, promoviendo su potencial aplicacion en el area médica [38].
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Jin Jeong y Seungsin Lee en 2019, desarrollaron un apoésito de PVA modificado con extractos
de Coptidis Rhizoma, una planta medicinal que presenta propiedades antibacterianas,
antiinflamatorias, antioxidantes y efectos homeostaticos. Los andamios de PVA con 10, 20
y 30% del agente activo exhibieron actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
y Staphylococcus Epidermis. Estos resultados demostraron que las membranas nanofibrosas
de PVA con extractos de Coptidis Rhizoma tienen un potencial considerable para ser apdsitos
antimicrobianos eficaces para curacion de heridas [39].

En el 2017, Seda Ceylan y colaboradores utilizaron diferentes concentraciones de PVA con
almidon para preparar criogeles. Los criogeles entrecruzados quimicamente con
glutaraldehido, mostraron alto potencial para ser aplicados como andamios en ingenieria de
tejidos [40]. En 2006, Azuma y colaboradores evaluaron las propiedades de biodegradacion
de 4 hidrogeles obtenidos a partir de PAMPS/poli(N,N"-dimetilacrilamida) y su aplicacién
como cartilago artificial. Los resultados demostraron que los hidrogeles pueden ser aplicados
como cartilagos artificiales debido a la alta tenacidad que presenta el material, su afinidad
hacia las células y tejidos y su nula toxicidad [41]. Por otra parte, Shan Jiang y colaboradores
(2011), reportaron la elaboracion de un hidrogel de PVA para imitar el tejido blando en
cirugias miniinvasivas, como la braquiterapia. A través de micrografias se observo que el
material desarrollado presentd una microestructura similar a la del tejido porcino, con
propiedades de deformacion similar al tejido prostético, concluyendo asi que el material

presenta un gran potencial para esta aplicacion [42].

Finalmente cabe recalcar que, a la fecha, a pesar del extenso nimero de antecedentes, no
existen reportes sobre el estudio y desarrollo de membranas de superficie microporosa de
mezclas de PVA/PAMPS, por lo tanto, se abre una ventana de posibilidades para ser
evaluadas como membranas biocompatibles; asi mismo, estudios recientes han evaluado las
caracteristicas antimicrobianas del PAMPS ya que, en los ultimos afios, ha incrementado el
interés en resolver el problema de la contaminacion provocada por la interaccion entre
superficies promotoras de bacterias y los materiales poliméricos, contribuyendo al desarrollo
de diferentes microorganismos presentes en el medio ambiente y en particular por bacterias.

La estrategia mas comun para fabricar materiales antimicrobianos se basa en la
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inmovilizacion de sustancias sintéticas con capacidad antimicrobiana en la superficie del
material y la modificacion quimica superficial de los materiales poliméricos [34]. Ademas
de la modificacion superficial, la topografia y morfologia superficial juega un papel
importante en las propiedades antibacterianas y antiincrustantes, especialmente a escala

micro/nano [43].

1.6 Biocompatibilidad

La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material para provocar una respuesta
bioldgica apropiada en una aplicacion dada en el cuerpo. En general, se logra un alto grado
de biocompatibilidad cuando un material interactda con el cuerpo sin inducir respuestas

inaceptables toxicas, inmunogénicas, trombogeénicas y carcinogénicas[45, 46, 47].

Sin embargo, hay factores relevantes que deben considerarse para la evaluacion biol6gica del
material, como el hecho de que la biocompatibilidad es altamente dependiente
anatomicamente, ya que la reaccion del cuerpo al material es diferente dependiendo de la
zona que se estudia; es decir, si un material puede causar un efecto adverso en un tipo
especifico de tejido, no necesariamente provocara la misma respuesta si se usa para un tejido
de diferente tipo. Ademas, las caracteristicas intrinsecas (caracteristicas esenciales del
polimero, relacionadas y controladas por la estructura molecular) del material no

determinaran si es biocompatible o no[46].

Por lo tanto, es necesario corroborar a partir ensayos bioldgicos el comportamiento del
material para evitar futuras complicaciones y asi poder determinar de una forma fiable los
parametros de uso y aplicacion, a través de crecimiento y cuantificacion celular, orientado a
las variables que se requieren estudiar para determinar la biocompatibilidad del material
estudiado de acuerdo con la norma 1SO-10993-1-2009 [47].

1.7 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana puede definirse como un término colectivo para todos los

principios activos (agentes) que inhiben el crecimiento de bacterias, evitan la formacion de
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colonias microbianas y pueden destruir microorganismos. La actividad antimicrobiana se
refiere a una situacion en la que un agente activo tiene un efecto negativo sobre la vitalidad
de este tipo de microorganismos. Si el agente activo solo afecta a bacterias u hongos, esto se

conoce como actividad antibacteriana o antimicotica, respectivamente[48].

El grado del efecto se denota por el sufijo suficiente (o letal) donde hay una actividad
germicida significativa o el sufijo estatico donde el principio activo sirve para inhibir el
crecimiento de bacterias. En consecuencia, el término bacteriostatico se refiere a un agente,
que inhibe temporalmente el crecimiento de una poblacidn bacteriana especifica sin destruir

esta poblacidn, o sin poder multiplicarse en un grado significativo [48].

El control de las infecciones de heridas es un desafio importante en el cuidado de las
guemaduras y es la causa mas comun de mortalidad después de la lesion [49]. Los patdgenos
han evolucionado con el tiempo y el uso de antibi6ticos es de amplia importancia, sin
embargo, los organismos y hongos son resistentes a multiples farmacos presentando el gran
desafio de mejorar la efectividad de los antimicrobianos topicos y sistémicos, lo cual es
primordial para controlar la morbilidad y mortalidad en pacientes con quemaduras y

afecciones dermatoldgicas [50].

Los organismos bacterianos que causan infeccion por quemaduras pueden clasificarse en dos
grupos; gram-negativos y gram-positivos. Las bacterias gram-negativas causan la mayoria
de las infecciones de heridas por quemaduras. La infeccién de las quemaduras por
Pseudomonas aureuginosa, la neumonia por Klebsiella y Escherichia coli y el organismo
gram-positivo Staphylococcus aureus son predictores independientes de mortalidad.
Ademas, Staphylococcus aureus es la principal causa de infecciones por quemaduras gram-
positivas a nivel mundial y una causa comun de septicemia [52, 53].

En la Gltima decada, se han investigado diversos enfoques innovadores y alternativas de
tratamiento topico antimicrobiano para las heridas expuestas que no cicatrizan e inducen a
una resistencia minima a los antibidticos. Algunos de estos tratamientos se resumen en la
Tabla 1.3.
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Tabla 1.2 Agentes de control bacteriano [53]

Agente
antimicrobiano

Sistema de liberacion

Organismos probados

Ciprofloxacina Hidrogel de queratina Pseudomonas
Staphylococcus aureus
Curcumina Encapsulacion de nanoparticulas resistente a la metacilina,
Pseudomonas
LLKKK18 Hidrogel Carbopol Pseudomonas
- Vendaje para heridas hibrido de Acinetobacter baumanii
Gentamicina
doble capa
Oxido nitrico Pelicula polimérica S. aureus
Mupirocina Liposomas en hidrogel Pseudomonas
. Malla de poligluconato y matriz St_alphylococcus aureus
Gentamicina resistente a la metacilina.
PDLGA
Pseudomonas
Clorhexidina Hidrogel bicapa y espuma de S. aureus, Pseudomonas

quitosano

Anfotericina B

Hidrogel de nanoparticulas

Candida spp.

Boro / copolimeros
plurénicos

Hidrogel a base de carbopol

Bacterias, levaduras, hongos

Las innovaciones generalmente implican nuevos métodos para administrar antibioticos como

por ejemplo, antimicrobianos alternativos como la curcumina, nanoparticulas metélicas y

macromoléculas con propiedades biocidas. Sin embargo, la combinacion de medicamentos

no siempre muestran un efecto sinérgico, también pueden producir efectos adversos, como

estimular resultados negativos o crear resistencia bacteriana, lo que conlleva a la inhibicion

en la funcion de los medicamentos [54].

Los pacientes criticamente enfermos que presentan lesiones graves por quemaduras tienen

una fisiologia sustancialmente alterada, lo que puede disminuir profundamente las

concentraciones de antibioticos en el tejido, lo que culmina en el fracaso terapéutico y la
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aparicion de resistencia bacterioldgica. En ocasiones se necesita una terapia combinada para
evitar el desarrollo de resistencia en infecciones dificiles de tratar o en infecciones asociadas
a biopeliculas tratadas con biocidas comunes. La combinacion con polimeros o sustancias
naturales puede proporcionar sistemas duales que actien en conjunto para acceder a una

nueva generacion de polimeros antibacterianos que poseen un bajo riesgo para la salud [54].

Los polimeros con propiedades antimicrobianas, en particular los polimeros catidnicos, han
surgido como una alternativa interesante y prometedora. Estos materiales, en comparacion
con los antibidticos convencionales que tienen un efecto enfocado a procesos bioldgicos
especificos, acttan principalmente por interacciones electrostaticas de sus componentes
catidnicos con la membrana bacteriana cargada negativamente, lo que contribuye a la ruptura
de la membrana y finalmente la lisis celular [55]. Este mecanismo de accién rapida, dificulta
la resistencia bacteriana [56].

Una gran variedad de polimeros cationicos con grupos colgantes como el amonio cuaternario,
imidazolio, piridinio, triazolio o grupos fosfonios, los poli(liquidos idnicos) catidnicos y
anionicos, asi como los polimeros sulfonados [55] han sido extensamente investigados como
compuestos antimicrobianos, debido a su amplio espectro de actividad y porque no inducen
resistencia bacteriana [58, 59].

Yixi Wang y colaboradores (2017), desarrollaron hidrogeles de celulosa cuaternizada (QCE)
con injertos de poli(acido acrilico) (PAA) y PVA, los cuales presentaron propiedades
antibacterianas y de autocuracién [59]. En el mismo afio Yadav y colaboradores, sintetizaron
polietilenimina lineal conjugada con tetrametilguanidinio y determinaron bioensayos de
inhibicion antibacteriana, obteniendo como resultado una mejora significativa en la actividad
antibacteriana. También, otros polimeros como la poli-(4-vinil piridina) (P4VP) y el poli-
(trifluoroacetato de dialilamonio) (PDAATFA) han sido ampliamente estudiados para
determinar su efecto antimicrobiano [57]. A pesar de las considerables investigaciones en
esta area, aun deben resolverse varios desafios para continuar mejorando el cuidado actual

de las quemaduras; en particular, se debe priorizar la investigacion sobre como acelerar la
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cicatrizacion de heridas, controlar la infeccion sistémica y reducir el tiempo total de

recuperacion funcional [53].

1.8 Agentes de entrecruzamiento

Los agentes de entrecruzamiento quimico se usan con la finalidad de evitar parcialmente la
solubilidad y pérdida de las propiedades fisiologicas y mecénicas de la membrana, gracias a
la limitacion de movimiento entre las cadenas poliméricas. El entrecruzamiento y los puntos
de ramificacién son uniones reales de conexion entre dos 0 mas segmentos de la misma
cadena o de diferentes cadenas. La red tridimensional del polimero es estabilizada por el
agente entrecruzante, el cual puede presentar enlaces covalentes, cargas complejas, enlaces

de hidrégeno, o interacciones hidréfobas [60].

En el caso de los hidrogeles, el grado de entrecruzamiento que éste tenga determina sus
propiedades de hinchamiento y, por tanto, su aplicabilidad. Existen diferentes tipos de
agentes entrecruzantes como lo son el glutaraldehido, diisocinato de hexametileno (HMDC),
cianamida, carbodiimida (EDC), difenil fosforil azida (DPPA), que cumplen con las
caracteristicas necesarias de entrecruzado. Sin embargo, la mayoria son agentes muy poco
usados en procesos bioldgicos debido a su toxicidad o dificultad de uso durante el proceso.
El &cido succinico (SA) (figura 1.7), es un agente de entrecruzamiento quimico que
actualmente ha sido probado en ensayos bioldgicos con resultados favorables. EI SA es un
acido dicarboxilico que se encuentra en la naturaleza en organismos como los hongos y
liguenes. Ademas, este agente es aprobado y verificado como un producto no tdxico para las
células, en cantidades menores de uso, ademas de ser reconocido como seguro por la
Administracion de Drogas y Alimentos de EE. UU. (FDA) [62, 63].

O

O

Figura 1.7 Estructura quimica del SA
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1 Materiales y solventes

v" Poli-(alcohol vinilico) (PVA) MW:78,000 g/mol (98 mol % hidrolizado)

v Poli-(2-acrilamido- 2- metil-1-propanosulfénico) (PAMPS) MW:2,000,000 g/mol
(15wt. % en H20)

v" Acido succinico (SA) MW:118.09 g/mol al (99.0 %)

v" Disolventes: H>O HPLC, isopropropanol, 1-propanol, etanol

* Todos los materiales enlistados con anterioridad se adquirieron en la empresa Sigma-
Aldrich

2.2 Preparacion de mezclas

Las membranas porosas se elaboraron usando PVA con diferentes concentraciones de
PAMPS (0, 510 y 15 % en masa respecto al PVA) y se entrecruzaron con &cido succinico
(SA) al 10 % en peso (respecto al PVA).

Las mezclas poliméricas se prepararon en una solucion al 10 % (peso/volumen) en agua,

tomando en cuenta las concentraciones propuestas, de la siguiente manera:

Primero, se disolvid el PVA en agua bidestilada desionizada en un bafio de agua a 90 °C por
5 horas con agitacion, hasta tener un aspecto homogéneo, transparente y altamente viscoso.
Se dejé enfriar la solucidn, posteriormente se agreg6 la cantidad adecuada de PAMPS y se
disolvié a temperatura ambiente durante 2 horas. Finalmente, se afiadié el agente

entrecruzante (SA) y se agit6 por 17 horas.
2.3 Elaboracién de membrana porosa por inversion de fase

La solucién polimérica (30 mL) se vertié y rasé sobre una placa de aluminio, usando una
cuchilla para rasado de pelicula graduada con un espesor de 100 um (Ver figura 2.1 Ay B).

Posteriormente, se sumergié en un bafio de coagulado (400 mL) previamente puesto a
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temperatura ambiente (25 °C). Para la elaboracion de la membrana de PVA puro se utilizo el
bafio a 40 °C (Ver figura 2.1 C).

Figura 2.1 Proceso de formacion de las membranas por el método de inversion fases A) preparacion
de la soluciones poliméricas y sistema de coagulado atemperado, B) razado de la solucion
polimérica y c) introduccion de la solucion en el sistema de coagulado para iniciar la inversion de

fases.

Se usaron diferentes bafios de coagulacion como son: etanol, 1-propanol, 2-propanol y
mezclas de disolventes segun la compatibilidad del PVA con los disolventes y no solventes,
reportados con anterioridad en la literatura (Tabla 2.1) [8, 64]. Una vez formada la
membrana, se retird y lavo con agua destilada para eliminar cualquier disolvente residual.
Finalmente, la membrana se secd a 60 °C por 24 horas en una estufa de vacio.
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Tabla 2.3 Disolventes y no-solventes reportados para la preparacion de membranas
porosas de PVA

PVA
Disolvente No-solvente
Agua 1-Propanol
2-Propanol
Etanol

2.4 Entrecruzamiento quimico de la membrana con SA

El entrecruzamiento quimico con SA se llevo a cabo a 100 °C por 1 hora, por esterificacion
de los grupos hidroxilos del PVA con el SA, como se muestra en la figura 2.2. Se siguio el
protocolo de entrecruzamiento establecido para membranas densas de PVA/PAMPS, de

acuerdo con lo reportado por Corzo-Gonzalez y colaboradores [64].

o) OH OH o) OH OH 0
o] o] o
I (0] fjjn O
o”NT-§-0H O7"N[~-8-OH
H (0] @ H o
(e}
O n )
@n g lo} N'#S OH
o (e} H#é OH H' 3 o
OH le} OH OH (0]

Figura 2.2 Estructura quimica general de las membranas de PVA/PAMPS entrecruzadas con SA
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2.5 Caracterizacién de la membrana

2.5.1 Caracterizacion morfoldgica y funcional de la membrana

La capacidad de intercambio ionico (IEC por sus siglas en inglés) se determiné mediante una

titulacion acido / base.

La morfologia superficial y transversal de las membranas se analizd por microscopia
electronica de barrido (SEM). La espectroscopia fotoelectronica de rayos-X (XPS) y de
dispersion de energia rayos-X (EDX) se utilizaron para cuantificar la composicion de azufre

presente en la seccion superficial y transversal de las membranas, respectivamente.

Las pruebas mecanicas de tension, hinchamiento y pérdida de masa se llevaron a cabo para
determinar la resistencia de las membranas y corroborar su entrecruzamiento. A

continuacion, se describen a detalle cada una de las técnicas de caracterizacion empleadas.

= Determinacién de grupos sulfonicos por capacidad de intercambio iénico (IEC)

La IEC indica el nimero de equivalentes de iones [H*] de los grupos sulfénicos por gramo
de membrana. En este trabajo la titulacién acido-base se presenta como alternativa para su

calculo.

Una titulacion acido-base procede mediante una reaccion de neutralizacidn, en la que se hace
reaccionar un acido con una cantidad equivalente de base. Mediante la construccién de una

curva de titulacion se detecta el punto de equivalencia de la reaccién [65].

Para determinarlo, las membranas se secaron en un horno de vacio a 60 °C por 24 horas;
después se cortaron muestras de membrana de 3 X 3 cm, se pesaron y se sumergieron en 5
mL de una solucion de cloruro de sodio (NaCl) 1M por 24 horas. Posteriormente, las
membranas se retiraron de la solucion de NaCl y a esta solucion se le agregaron 3 gotas de
fenolftaleina y se titulo con una solucion de NaOH 0.01 N, la cual se agrego de a 0.5 mL con
ayuda de una micropipeta, mientras se toma lectura del pH con un potenciometro, hasta llegar

al equilibrio. Con los datos obtenidos, se realizd una curva de pH (primera o segunda
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derivada) obtenidos en cada lectura vs el volumen de NaOH gastado, para observar el punto
de inflexién. Finalmente, se calculd el IEC con la ecuacion (1).

C xV,
IEC = oNaoH X YNaon Ec(1)
ms

Donde Cnaon €s la concentracion de la solucion de NaOH, Vnaon €s el volumen de solucion

de NaOH gastado y ms es la masa de la membrana seca.

= Caracterizacion por Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Para confirmar el entrecruzamiento quimico, las membranas se caracterizaron por
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en inglés) en
un intervalo de 4000 a 400cm, con el equipo correspondiente (espectrofotdmetro Nicolet
8700 FTIR-Thermo Scientific). Se hicieron comparaciones de los espectros de las

membranas antes y después de entrecruzar mediante un analisis en modo absorbancia.

= Caracterizacién por microscopia electrénica de barrido (SEM)

La caracterizacion morfologica se realizd con un microscopio electrénico marca JEOL-JSM-
6360LV (figura 2.3), usando una fraccion de membrana de 0.5 cm de diametro para la vista
superficial y para la vista transversal se us6 una muestra de membrana previamente fracturada
en nitrogeno liquido. Estas muestras se cubrieron con una capa de oro como paso previo a la
prueba de SEM en el equipo de metalizacion DENTON VACUUM DESCORPE.

Figura 2.3 Microscopio electronico - JEOL-JSM-6360LV
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= Espectroscopia fotoelectrénica de rayos-X (XPS)

Este analisis se realizé para determinar la composicion superficial de las membranas de
mezclas PVA/PAMPS. El andlisis se llevo a cabo en el laboratorio Nacional de Bio y Nano
Materiales del Cinvestav Unidad Meérida, usando un equipo de espectroscopia
fotoelectrénica de rayos-X (XPS) Termo Scientific K-Alpha, a condiciones de alto
vacio con una fuente de rayos X monocromatica Al Ka con una energia de 1486.6 eV
y potencia de 40 W a 12 kV.

= Dispersion de energia de rayos-X (EDX).

La espectrometria de dispersion de rayos X es una técnica de analisis elemental asociada a la
microscopia electrénica de barrido, basada en la generacion de radiografias caracteristicas
que revela la presencia de elementos presentes en las muestras. Este andlisis se realizé con
la finalidad de corroborar la composicion elemental en el rea transversal de la membrana,
utilizando un espectrémetro de dispersion R-X (EDX) acoplado al microscopio electronico
de barrido JEOL, modelo JSM-6360LV.

Determinacién del grado de absorcidn e hinchamiento de la membrana

Para determinar el porcentaje de absorcidn por gravimetria, se sumergieron muestras de
membranas de peso conocido en una solucion de buffer de fosfatos salino (PBS) y se tomaron
los pesos de las muestras cada 24 horas por 21 dias. Los valores de porcentaje de absorcion
se obtuvieron por medio de la siguiente ecuacion:

(Wr-W§) x 100

e (Ec.2)

Grado de absorcion (%) =

Donde W, , es la masa inicial de la muestra seca, Wy es la masa final secay W, es la masa

de la membrana hinchada.

Ademas, para conocer el incremento del volumen de la membrana o hinchamiento en el
transcurso del tiempo, se midio la longitud y el espesor de las muestras hinchadas cada 24

horas con ayuda de un vernier digital y un especimetro digital mitutoyo (figura 2.4).
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Figura 2.4 Especimetro y vernier digital de la marca Mitutoyo

=  Determinacion de perdida de masa y degradacion de la membrana

Esta prueba se realiz6 por duplicado a todas las membranas con y sin entrecruzamiento. Para
el andlisis, se usaron muestras de aproximadamente 1 cm x 1 cm con un espesor entre 150-
200 pm, registrando su masa inicial (Wo). Cada muestra se sumergié en 5 mL de PBS con un
pH de 7.2 a 25 °C durante 21 dias.

Despues de 21 dias, cada muestra se seco con papel filtro y se secé por 24 horas en un horno
a 60 °C en vacio. Finalmente, se registrd la masa final (Ws) calculando la perdida de masa a

partir de la siguiente ecuacion:

(W — Wr) x 100
Wy

Porcentaje de pérdida de masa (%) = (Ec.3)

Donde W, , es la masa inicial de la muestra seca y Wy es la masa final seca.

Las pruebas de degradacion se llevaron a cabo de manera similar al reportado para la
determinacion de la perdida de masa, con ciertas modificaciones; por ejemplo, se incremento
la temperatura a 37°C, se mantuvo una humedad relativa del 90% y 5% de CO; por 6
semanas, siguiendo las condiciones de incubacion celular de acuerdo con lo reportado en la
literatura [66].

Andlisis estadistico

Para las pruebas de hinchamiento y degradacion los experimentos se realizaron por triplicado

para cada muestra y repetidos independientemente en dos ocasiones, por tanto, los datos
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mostrados son representativos de los ensayos realizados en este estudio. El porcentaje de
hinchamiento y degradacion fue determinado por andlisis de varianza de una via (ANOVA)
tomando en cuenta la concentracién del material. La diferencia fue considerada significativa
con un valor de p <0.05. Los datos se analizaron con el software Statgraphics Centurion
XVI.

= Caracterizacion mecénica de la membrana (resistencia a tension)

Los ensayos de resistencia a tension se realizaron de acuerdo con la norma ASTM D882-02
usando un equipo de pruebas universales Mini-Shimadzu modelo AGS-X con una celda de
carga de 100 N.

Cada ensayo se realiz6 con 5 repeticiones para cada membrana de PVA/PAMPS (100/0, 95/5,
90/10 Y 85/15 % m/m), usando probetas con dimensiones de 2 mm x 0.5 mm de area de
membrana (pelicula) y 300-400 um en grosor para las membranas secas y humedas. Las
pruebas usando membranas secas y humedas se realizaron con diferentes velocidades de
desplazamiento. Con las membranas previamente secas por 24 horas a 60 °C, el ensayo se
realiz6 a una velocidad de desplazamiento de cabezal de 1 mm/min. El ensayo con las
membranas previamente sumergidas por 24 horas en PBS (pH: 7.2); se secaron con papel
filtro y para el ensayo fue necesario incrementar la velocidad de desplazamiento a 5 mm/min
debido a la elevada elasticidad que presentaron las muestras himedas.

La importancia de la prueba a condiciones himedas radica en la necesidad de comparar el

comportamiento de los esfuerzos mecéanicos de la membrana sintética con respecto a la piel.

2.5.2 Caracterizacion bioldgica de la membrana

Para determinar la biocompatibilidad de las membranas se realizaron las pruebas de
viabilidad y proliferacién celular en presencia de fibroblastos humanos, asi como

citotoxicidad y actividad antimicrobiana de acuerdo con la norma I1SO-10993-5-2009.
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La norma ISO 10993-1-2009 tiene como objetivo proteger a los humanos de los posibles
riesgos bioldgicos derivados del uso de dispositivos médicos. Presenta informacion
importante sobre la evaluacion bioldgica de los dispositivos médicos dentro de un proceso
de gestion de riesgos [68, 48, 69].

= Obtencion de células para el ensayo experimental in vitro

Para el ensayo experimental in vitro, la primera parte consistio en la obtencion de la biopsia
de piel humana. La biopsia se obtuvo mediante un sacabocado de 2 mm de didmetro, con el
cual se colecto una muestra. La biopsia obtenida se lavo con solucion estéril de PBS para
eliminar todos los restos de sangre o trazas de materiales o impurezas que pudieran
encontrarse adheridos a la muestra. La digestion de la matriz extracelular y la separacién de
los fibroblastos incluidos en la matriz se llevo a cabo incubando las muestras a 37 °C por 30
minutos en 1.5 mL de tripsina (0.25%). Una vez transcurrido este tiempo, la muestra se
centrifugd a 1,200 rpm durante 10 minutos para obtener el cultivo primario de fibroblastos.
Posteriormente, se retird el sobrenadante, y se recupero el boton celular, el cual se volvié a
suspender en 2 mL de medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) rico
en glucosa (CAISSON D5796) suplementado con 1% de antibiético/antimicotico (penicilina/
estreptomicina CAISSON A5955) y suero fetal bovino (SBF- CAISSON F9665) al 10%.
Enseguida la solucion se depositd en un frasco de cultivo de 75 cm? de superficie (BD

Falcon™).

Las células se incubaron a 37 °C en una atmosfera de 5% de dioxido de carbono, y con 90%
de humedad, en condiciones estandar de cultivo celular. Los medios de cultivo se renovaron

cada tres dias.

Obtenido el 80% de confluencia celular, el cultivo celular de fibroblastos se lavé con 2 mL
de PBS estéril y se incub6 en 3 mL de una solucion de tripsina a 37 °C durante 10 minutos

para obtener células individualizadas o no adheridas a la superficie del frasco de cultivo.

Una vez que las células se desprendieron de la superficie de los frascos de cultivo, se procedid

a inactivar la tripsina mediante la adicién de 1 mL de medio de cultivo DMEM. La presencia
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de abundantes proteinas séricas en el medio de cultivo DMEM es capaz de inactivar la accion
proteolitica de la tripsina. Posteriormente, la solucion inactivada en la cual se localizaban las
células ya desprendidas se centrifugd a 1,200 rpm durante 10 minutos a 4 °C para después
retirar el medio por decantacion y suspender de nuevo el botdn celular con 2 mL de medio

DMEM para proceder al conteo celular.
= Conteo celular

El conteo celular es un procedimiento en donde se calcula la cantidad de células contenidas
en un volumen determinado mediante la toma de una alicuota de la suspension que se desee
analizar. Las células son mezcladas con azul de tripano, un colorante que penetra Gnicamente
las células cuya membrana no se encuentre integra, tifiéndolas de azul, diferenciandose de
las células vivas que se observan transparentes. Este procedimiento se lleva a cabo mediante
el uso de una cdmara de Neubauer o hemocitémetro, que es una placa de vidrio y un

cubreobjetos especial, que tiene grabada una cuadricula en su parte central.

Con una micropipeta se tomd una alicuota de 10 pl de células en suspension colocandolas en
Parafilm y mezclandola con 10 ul de azul de tripano al 4%; de esta mezcla se tomaron 10 pl.
La alicuota se colocé en una camara de Neubauer y se procedié a realizar el conteo celular
en un microscopio Optico, utilizando los 4 cuadrantes laterales y sacando un promedio. Para
la cuantificacion las células Unicamente se consideraron las células que estuvieran dentro del

cuadrante (figura 2.5).

Finalmente, el nimero de células en 10 ul se obtuvo a partir de la siguiente formula:

A+B+C+D

( x 10,000 x 1) = Numero de celulas X 10ul x N° de dilusién

- Endonde A, B, C, D: Numero de células por cuadrante de la cAmara Neubauer

-Se multiplica por 10,000 ya que es la constante utilizada para la cAmara de Neubauer

35



Figura 2.5 Esquema general de la cdmara de Neubauer utilizada para el conteo celular [72]

Una vez obtenido el conteo celular final de los fibroblastos se sembraron en cajas de cultivo

a una densidad de 3 X 103 células/mL.

= Preparacién de membrana para cultivo de células.

Se cortaron discos de membrana con 3 mm de diametro y 2 mm de espesor y se esterilizaron
con UV (ciclos de 30 minutos por cara de la membrana). Posteriormente, los discos estériles

se colocaron en una placa de cultivo celular de 24 pocillos.

Los fibroblastos previamente tripsinizados se cultivaron sobre los discos de membrana
esterilizados con anticipacion a una densidad celular de 3 X 10° células/mL. Los cultivos
celulares se incubaron en una atmosfera humidificada, al 5 % de CO; a 37 °C, con cambio
de medio cada tercer dia hasta su posterior anélisis.

= Ensayo de proliferacién v viabilidad celular

Los cultivos celulares se incubaron con un 10% (volumen/volumen) de reactivo alamarBlue

(AB) de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

El cambio de color AB es un indicador de la proliferacion celular y se cuantificara midiendo
la absorbancia a 570 nm en un espectrometro de UV (Cytation 3-Imaging Reader, marca
BioTek Instruments). Las mediciones se realizaron inmediatamente después de la adicion de

AB (0 horas) y cada 24 horas hasta alcanzar los 4 dias de cultivo celular [69].
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Cultivos celulares con medio de crecimiento y células, pero sin material, fueron considerados
como control positivo de proliferacion celular, mientras que los pocitos con medio de
crecimiento sin células y sin material son considerados como control negativo de

proliferacion.

Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado, por tanto, los datos mostrados son
representativos de los ensayos realizados en este estudio. Los resultados de la proliferacion
celular se expresan en porcentajes + error estandar. Las diferencias en la proliferacion celular
para cada membrana, fue determinada por analisis de varianza de una via (ANOVA) tomando
en cuenta la concentracion del material. La diferencia fue considerada significativa con un

valor de p <0.05. Los datos se analizaron con el software Statgraphics Centurion XVI .

= Ensayos de actividad antimicrobiana

En la actualidad se cuentan con diversos métodos para evaluar la actividad antimicrobiana;
tal como el caso del método de difusion de discos (Kirby Bauer), el método de pozos en agar
y el método de dilucion en tubos cuya finalidad es establecer la potencia del agente activo y

la resistencia de algunos microorganismos a ciertos antibioticos[70].

En esta investigacion nos centraremos en los métodos por microdiluciones en pozos para

determinar la accion antimicrobiana del material y el agente activo.

Microorganismos utilizados

Para el ensayo de actividad antimicrobiana se utilizaron 4 cepas: Candida albicans,

Escherichia coli, Pseudomona. aureuginosa, Staphylococcus aureus.

Ensayo por diluciones en cajas Petri

Este ensayo se realiz6 por servicio externo con la empresa IDySA (Investigacion y Desarrollo
en Salud S.A. de C.V.). En general, el ensayo consiste en poner en contacto a las cepas con
el material y hacer diluciones de la cepa, para después sembrar 100 pl de la solucion (dilucion

de sepa en agar + material) en cajas Petri con medio de cultivo Mueller-Hinton y monitorear
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el crecimiento de la cepa (C. albicans, E. coli, y S. aureus) por 24 horas, utilizando la
concentracion de microorganismos en la superficie del agar a 1x10® Unidades Formadoras de

Colonias (UFC)/mL (patron McFarland) para iniciar el ensayo.

Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC) del agente antimicrobiano

La MIC es la concentracion més baja de un agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento
de un microorganismo después de su incubacion y puede ser determinada mediante métodos

de microdiluciones en caldo [71].

Para llevar a cabo este experimento, se realiz6 un disefio experimental en cajas de 96 pozos
de 100mL c/u como se muestra en la figura 2.6. Para el ensayo se analizaron por triplicado
el PVA (pozos 1, 2y 3), la mezcla de PVA/PAMPS (30 %v/v) (pozos 4,5y 6), el PAMPS
(pozos 7, 8 y 9), asi como las membranas a diferentes concentraciones (filas A, B 'y C con
los pozos 10, 11 y 12). Ademas, estandares y blancos como el medio de cultivo Mueller-
Hinton, medio de cultivo Mueller-Hinton més antibidtico (el correspondiente para cada sepa)
y solo antibi6tico. Las filas A-H presentan las diferentes diluciones de cada componente

estudiado. Las placas se incubaron a 35 = 2° C por 24 horas.

Posteriormente, las placas se tifieron con Cloruro de 2,3,5-Trifenil-2H- Tetrazolio (T.T.C);
la prueba se basa en la actividad metabdlica de las bacterias a un precipitado y coloreado de
la solucién evaluada, visible a simple vista que se manifiesta con un cambio de coloracion

en la muestra y que se hace presente cuando las bacterias se encuentran vivas en el medio.
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“Diseiio experimental del ensayo™

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A PVA PVA PVA PVA/ PVA/ PVA/ PAMPS PAMPS PAMPS  Material Material  Material
30% 30% 30% PAMPS PAMPS PAMPS 100% 100% 100% 15% 15% 15%
30% 30% 30% PAMPS PAMPS PAMPS
B PVA PVA PVA PVA/ PVA/ PVA/ PAMPS PAMPS PAMPS  Material Material  Material
15% 15% 15% PAMPS PAMPS PAMPS 30% 30% 30% 10% 10% 10%
15% 15% 15% PAMPS PAMPS PAMPS
C PVA PVA PVA PVA/ PVA/ PVA/ PAMPS PAMPS PAMPS  Material Material  Material
7.5% 7.5% 7.5% PAMPS PAMPS PAMPS 15% 15% 15% 5% 5% 5%
7.5% 7.5% 7.5% PAMPS PAMPS PAMPS
D PVA PVA PVA PVA/ PVA/ PVA/ PAMPS PAMPS PAMPS C- C- C-
3.75% 3.75% 3.75% PAMPS PAMPS PAMPS 7.5% 7.5% 7.5% Medio Medio Medio
3.75% 3.75% 3.75%
E PVA PVA PVA PVA/ PVA/ PVA/ PAMPS PAMPS PAMPS CV CcV (%
1.88% 1.88% 1.88% PAMPS PAMPS PAMPS 3.75% 3.75% 3.75% MediotB MediotB  Mediot+B
1.88% 1.88% 1.88% acteria acteria acteria
F PVA PVA PVA PVA/ PVA/ PVA/ PAMPS PAMPS PAMPS C+ C+ C+
0.93% 0.93% 0.93% PAMPS PAMPS PAMPS 1.88% 1.88% 1.88% antibiotic  antibiotic  antibiotic
0.93% 0.93% 0.93% 0 0 0
G PVA PVA PVA PVA/ PVA/ PVA/ PAMPS PAMPS PAMPS

0.47% 0.47% 0.47% PAMPS PAMPS PAMPS 0.93% 0.93% 0.93%
0.47% 0.47% 0.47%

H PVA PVA PVA PVA/ PVA/ PVA/ PAMPS PAMPS  PAMPS
0.23% 0.23% 0.23% PAMPS PAMPS PAMPS 0.47% 0.47% 0.47%
0.23% 0.23% 0.23%

Figura 2.6 Disefio experimental del ensayo

Como parametros de control durante el ensayo se tomaron en cuenta los siguientes datos:

e Bacterias evaluadas: C. albicans, E. coli, P. aureuginosa y S. aureus.

e Concentracion de microorganismos en la superficie del agar: 1.5x108 UF/mL (patron
McFarland).

e pH del medio: 7.2-7.4.
e Medio de crecimiento: agar Mueller-Hinton para el método Kirby-Bauer y medios.
e Condiciones de incubacion: 37°C x 24 horas y una atmosfera de 5%CO;.

e Se utiliz6 amikacina y anfotericina como antibiéticos indicadores de control positivo

de inhibicion y medio de cultivo con las cepas como control negativo de inhibicion.

e Se utilizo Cloruro de 2,3,5-Trifenil-2H- Tetrazolio (T.T.C) como colorante.

39



e 24 horas antes del ensayo se realizé el frotis de las bacterias sobre cada superficie de
los agares Mueller-Hinton para ser activadas.

Replicacién

Para determinar si el agente activo es bacteriostatico o bactericida, el ensayo fue
complementado con la replicacién de cada placa. Con ayuda de un cepillo se toma 1ul de la
solucion y se inocula en una placa Petri con agar Mueller-Hinton previamente gelificado. Si
el agente activo es bacteriostatico la cepa crecerd, aunque el T.T.C no registre coloracion,
mientras que, si el agente activo es bactericida la cepa no crecera en el medio de cultivo. Los

ensayos anteriores se realizaron del mismo modo para cada cepa.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS

En la primera parte de esta investigacion se realizaron estudios preliminares para encontrar
las condiciones de elaboracion adecuada de las membranas. Se realizaron pruebas para
determinar el disolvente o mezcla de disolventes del bafio de coagulacion, la concentracion
y las condiciones adecuadas para su preparacion por la técnica de inversion de fases, tomando
en consideracion las condiciones reportadas para membranas microporosas de PVA puro.

3.1 Elaboracién de membranas de PVA, PAMPS y mezclas de PVA/PAMPS

La elaboracion de membranas asimétricas de PVA puro ya ha sido reportado previamente [8,
58,68,69]; sin embargo; no hay reportes de la elaboracion de membranas de mezclas de
PVA/PAMPS. Se probaron diferentes bafios de coagulacion, tales como isopropanol, etanol,
1-propanol y sus mezclas en las concentraciones indicadas en la tabla 3.1, tomando en cuenta
lo reportado en la literatura y estudios previos[63, 72]. El tiempo necesario para la formacion
de las peliculas de PVA y PVA/PAMPS en los diferentes sistemas fue de alrededor de 4
horas. Ademas, se probaron disolventes menos polares como tolueno, tetrahidrofurano
(THF), hexano y eter etilico; sin embargo, en todos estos sistemas las membranas presentaron

una morfologia densa.

Tabla 3. 1 Porcentaje de concentraciones en bafios de coagulado para membranas de PVA

y PVA/IPAMPS

MEMBRANAS PVA Membranas PVA/PAMPS
Disolventes Concentracion Disolventes Concentracion

(% viv) (% viv)

Etanol/2-Propanol 50/50 Etanol/1-Propanol 70/30

Etanol/2-Propanol 70/30 Etanol/2-Propanol 50/50
Etanol/2-Propanol 90/10/40 °C* Etanol/2-Propanol 90/10 /40°C*

1- Propanol 100 1-Propanol 100
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*Se realiz6 una prueba controlando la temperatura del bafio de coagulacion a 40 °C

La estructura asimétrica de la membrana es dependiente del disolvente, no-solvente y el
polimero. Por lo tanto, para el caso de la formacion de membranas de las mezclas poliméricas
propuestas, la presencia de grupos sulfonicos genera cambios en el equilibrio termodinamico
de los componentes del sistema. Por ejemplo, en la elaboracion de membranas porosas de
mezclas poliméricas como polisulfona/polisulfona sulfonada, la introducciéon de grupos
sulfénicos inducen el desplazamiento entre las curvas binodales hacia concentraciones mas
altas de no solvente en los diagramas de fase ternario, a medida que la sulfonacion se
incrementa [73]. Esto implica variar los bafios de coagulado, con la finalidad de disminuir
las interacciones entre el disolvente/no solvente, generar una mayor difusion del no-solvente

en la solucién polimérica y por ende promover mejoras en la morfologia de la membrana.
3.2 Caracterizacion morfoldgica de las membranas asimétricas

3.2.1 Membranas de PVA

La caracterizacién morfologica de las membranas se realiz6 usando microscopia electronica
de barrido. En la figura 3.1 se presentan las imagenes superficiales y transversales de las
distintas membranas asimétricas de PVA elaboradas. La membrana de PVA serd tomada
como referencia para estudiar el desempefio de las membranas de mezclas poliméricas con
PAMPS.

En las figuras 3.1 A) y B) se puede observar la superficie y corte transversal de la membrana
de PVA puro, elaborada con 1-propanol como bafio de coagulacion. La membrana presenta
en su superficie microporos con diametros entre 1-2 um aproximadamente y algunos poros
de mayor tamafio (10 pm). En la seccion trasversal se formaron microporos en la parte
cercana a la superficie con macroporos en la seccién inferior de la membrana. En las figuras
3.1 C) y D) podemos observar la morfologia superficial y transversal de la membrana
elaborada en un bafio de mezcla de disolventes etanol/2-propanol en una relacion 50/50 %v/v.
En este sistema se obtuvieron membranas densas, con ciertas zonas porosas de entre 3y 5

um. En el caso de las membranas preparadas en el bafio de coagulado etanol/2-propanol
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(70/30 %v/v), éstas presentaron una morfologia totalmente densa tanto en la superficie como

en la seccidn transversal, tal como se observa en las figuras 3.1 E) y F).

Finalmente, se probd un bafio de etanol/2-propanol en proporcion 90/10 % v/v a temperatura
ambiente y a 40 °C. La membrana que presentd una morfologia asimétrica con poros entre
5-10 pum fue la membrana elaborada a 40 °C. Por lo tanto, se consideran las membranas
elaboradas usando el bafio de 1-propanol y etanol/2-propanol (90/10) a 40°C como
alternativas para este estudio (ver figuras 3.1 G y H). De acuerdo con estudios reportados, en
la fabricacién de superficies poliméricas porosas biocompatibles y con actividad
antimicrobiana, se requieren estructuras microporosas con poros entre 5-10 um [38]. Este
tamafo de poro es favorable en el crecimiento celular en la superficie de la membrana y por
otro lado podria facilitar selectivamente el contacto entre la mezcla polimérica
antimicrobianay las bacterias localizadas dentro de los poros, mientras que limita el contacto

con las células.
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Figura 3.1 Membranas de PVA evaluada en diferentes bafios de coagulado analizadas en sus areas
transversal y superficial, respectivamente A) y B) membrana formada con el bafio 1-propanol, C) y
D) membrana formada con el bafio etanol/2-propanol (50/50), E) y F) membrana formada con

etanol/2-propanol
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3.2.2 Membranas de PVA/PAMPS

Las membranas de PVA/PAMPS elaboradas por inversion de fases en los diferentes bafios
como son: etanol, acetona, isopropanol y mezclas de estos disolventes, presentaron una
morfologia completamente porosa. Sin embargo, presentaron una pérdida casi completa del
PAMPS. Por lo tanto, se consider6 usar una mayor proporcion de PAMPS para obtener las
cantidades de PAMPS propuestas (5, 10 y 15 % de PAMPS) para la mezcla. Como primer
caso, para obtener la membrana con 15 % de PAMPS se agreg6 doble cantidad de PAMPS
(70/30 Y%peso/peso PVA/PAMPS) para compensar sus pérdidas en el bafio.

En las figuras 3.2 A) y B), podemos observar la morfologia superficial y transversal de la
membrana preparada con el bafio de 1-propanol, en donde se pudo distinguir una superficie
con poros entre 1y 2 um con zonas densas en la parte transversal. Debido a las caracteristicas
morfolégicas presentadas en la membrana, se descartd el uso de 1-propanol para la

elaboracion de las membranas.

Por otra parte, las micrografias mostradas en las figuras 3.2 C) y D) muestran la morfologia
de las membranas elaboradas en un bafio de mezcla etanol/2-propanol (50/50 % v/v). Estas
membranas presentan una superficie mas porosa, con poros entre 1-16 um, lo cual es
posiblemente favorable para su aplicacion. También se hicieron pruebas en el bafio de
coagulacién etanol/2-propanol (90/10) a temperatura ambiente y a 40 °C. En este Gltimo bafio
a 40 °C, la membrana presentd poros con tamafios de alrededor de 20 um con una estructura
tipo red (figura 3.2 E y F). Por lo tanto, debido a la morfologia que presentaron se
consideraron ambos bafios (mezcla etanol/2-propanol 50/50 %v/v 'y 90/10 %v/v a 40 °C) para

la elaboracion de las membranas a diferentes concentraciones de PAMPS.
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Figura 3.2 Membrana evaluada en diferentes bafios de coagulado analizadas en sus areas
transversal y superficial, respectivamente. A) y B) membrana formada con el bafio 1-propanol, C) y
D) membrana formada con el bafio Etanol/2-Propanol (50/50 %viv), E) y F) membrana formada con
el bafio Etanol/2-Propanol (90/10/40 °C).

46



3.3 Capacidad de intercambio Iénico (IEC por sus siglas en inglés)

Para determinar la cantidad de PAMPS en las membranas previamente elaboradas, se
determind la cantidad de grupos sulfénicos presentes por medio de una titulacién acido-base,
los resultados se presentan en la tabla 3.2. La determinacién de la IEC confirmé la pérdida
de mas del 90% del PAMPS presente en la mezcla 70/30 (%peso/peso). Las membranas
presentaron valores muy bajos de IEC entre 0.01 y 0.06 mmol g. La alta pérdida de PAMPS
se atribuye a la afinidad de los no-solventes con la solucion polimérica, que permite la
solubilidad del PAMPS debido a la compatibilidad entre ambos. Sin embargo, ademas de la
baja solubilidad también ciertos parametros como temperatura, tiempo de contacto de la
solucion polimérica/no-solvente y la humedad influyen en la retencion del polimero
“PAMPS”, y en la formacion de la membrana porosa con control en su morfologia. Por lo
tanto, en la siguiente seccion se describe las modificaciones realizadas al sistema de

coagulacion.

Tabla 3.2 Resultados de IEC para las membranas de PVA/PAMPS (80/20)

Temperatura | IEC Tedrico IEC
Bafio de coagulacién del bafio (mmol g?) Experimental
(mmol g1)
1-Propanol 25°C 1.447 0.06
Etanol/1-Propanol (70/30) 25°C 1.447 0.01
Etanol/2-propanol (50/50) 25°C 1.447 0.02
Etanol/2-Propanol (90/10) 40 °C 1.447 0.01

3.4 Modificacion de los principales parametros del bafio de coagulacion para la
formacion de las membranas de PVA/PAMPS

Una de las variables mas importantes en la elaboracion de membranas es el tiempo de

formacion. Se ha reportado que los sistemas con una velocidad rapida de inversién de fases

tienden a formar macroporos con estructuras tipo “dedo”, mientras que los sistemas con una
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velocidad lenta de inversion de fases resultan en morfologias con estructura “tipo esponja”
[74]. Como se menciond anteriormente, las membranas se dejaban en el bafio de coagulacion
durante 4 horas para su formacion. El tiempo de formacién fue bastante lento, al mismo
tiempo el contacto prolongado de la membrana precipitada en el bafio de coagulacion
permitid la pérdida del material PAMPS. Por lo tanto, se optd por disminuir el tiempo de
formacion de las membranas a 2 horas y se corrobor6é mediante los valores de IEC que
conforme se disminuia el tiempo de formacidn, la IEC de las membranas se acercaba al valor
tedrico de PAMPS en la mezcla. De tal manera que, al disminuir el tiempo de formacion a 2
horas, se obtuvo un incremento considerable del PAMPS. Sin embargo, se pudo observar la
formacion de una capa densa en una de las caras de la membrana. A continuacion, se describe
a detalle los resultados y mejoras obtenidas al modificar ciertos parametros en la elaboracion

de las membranas.

El bafio seleccionado de acuerdo a la morfologia y la cantidad retenida de PAMPS fue la
mezcla etanol/2-propanol (90/10 % v/v), se controld la temperatura del bafio a 30°C, con un
tiempo de formacion de 2 horas y una humedad de 50-60%. A continuacion, se plantean los

resultados obtenidos.
3.5 Caracterizacion morfoldgica de las membranas asimétricas

3.5.1 Membranas de PVA

Como se observa en la figura 3.3, la estructura de la membrana de PLA fue completamente
porosa tanto superficial y de manera transversal. Cabe mencionar que esta membrana se

realizd en el bafio de mezcla etanol/2-propanol (90/10) a 40°C.
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Figura 3.3 Micrografias de la membrana de PVA A) vista transversal, B) vista superficial;

preparadas con el bafio de coagulado etanol/ 2-propanol (90/10 % v/v) a 40°C

3.5.2 Membranas de PVA/PAMPS

Posteriormente, se prepararon las membranas de PVA/PAMPS en proporcion (95/5, 90/10 y
85/15 % m/m) usando el mismo sistema empleado etanol/ 2-propanol (90/10 % vol/vol) para
la membrana de PVA puro. Sin embargo, para estas membranas el incremento de temperatura
a 40 °C no fue favorable, ya que incrementa la solubilidad del PAMPS en el bafio de

coagulacion. Por lo tanto, la elaboracion de la membrana se llevo a cabo a 30 °C.

En la Figura 3.4 se muestran la morfologia superficial y transversal de las membranas. Como
se menciond anteriormente, las membranas presentan una estructura diferente a la obtenida
con PVA puro. Estas membranas presentaron una estructura bicapa, es decir presentaron una
capa densa y una capa porosa, tal como se observa en la vista transversal de las membranas.
Esta capa densa presentd un mayor espesor a medida que se aumentd la concentracion de
PAMPS en la mezcla polimérica. Aunado a ello, se observo un incremento en el tamafio de
los poros y en la porosidad superficial (%) conforme se incrementd la concentraciéon de
PAMPS en la mezcla.
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Figura 3.4 Micrografias de las membranas A) seccion transversal y B) seccion superficial
(membrana PVA/PAMPS 95/5) C) seccidn transversal y D) seccién superficial (membrana
PVA/PAMPS 90/10) E) seccidn transversal y F) seccion superficial (membrana PVA/PAMPS 85/15)
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3.5.3 Distribucion de tamafio de poros en las membranas asimétricas de PVA y PVA/PAMPS

Como se puede observar en la figura 3.5 A), la distribucion del tamafio de poros en la
superficie de las membranas asimétricas de PVA se encontro entre 0.5 a 5.5 um, con un
promedio de 1.78 um; la mayor concentracion de poros se encontro en el intervalo de 1a 2
pum. Para la membrana de PVA/PAMPS (95/5) (figura 3.5-B) la distribucién de poros se
encontrd en el rango de 0.1 a 10 um, presentando un diametro promedio de poro de 1.97; asi
mismo la mayor concentracion de poros se encontrd en el intervalo de 1 a 2 um. Para la
membrana PVA/PAMPS (90/10) (figura 3.5-C) se encontrd una distribucion de poros en el
rango de 0.1 a 11 pm, presentando un diametro promedio de poro de 2.75 um, mientras que
la mayor concentracion de poros se encontr6 en el rango de 1 a 2 um. Finalmente, para la
membrana PVA/PAMPS (85/15) (figura 3.5-D) se encontrd una distribucion de poros en el
rango de 0.1 a 15 um, presentando un didmetro promedio de poro de 2.24 pum, mientras que

la mayor concentracion de poros se encontr6 en el rango de 1 a 2 pm.

Principalmente, se observd un incremento en el tamafio de los poros y en la porosidad
superficial (%) conforme se incrementd la concentracion de PAMPS en la mezcla y con
respecto a la membrana de PVA puro. Las figuras 3.5 (A-D) presentan la distribucion de los
tamarfios de poros para cada una de las membranas. El distribucion de poros, tamafio de poro
promedio y la porosidad superficial fueron calculados de las iméagenes de SEM usando el
cddigo de Matlab® desarrollado Ezeakacha et al [75] y por Rabbani and Salehi [76].
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Figura 3.5 Distribucién de tamafio de poros en la superficie de las membranas asimétricas obtenidas
por el bafio de coagulado etanol/2-propanol; A) membrana de PVA, B) membrana PVA/PAMPS
(95/5), C) membrana PVA/PAMPS (90/10), D) membrana PVA/PAMPS (85/15)

El tipo de morfologia obtenida llevo a considerar la fabricacion de una estructura que

representard biomimeticamente a la piel, tal como lo describe Kamoun et. al. [17], con una
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barrera densa de proteccion de la herida contra microorganismos, infecciones o
contaminaciones y que a la vez permita una buena permeabilidad a los gases, en particular al
oxigeno para mantener la ventilacion de la herida. Por otro lado, una capa porosa del material
biocompatible que permita el contacto del material con la herida, favoreciendo una superficie

adecuada para el crecimiento celular.

La formacion de la capa densa simula la capa superficial de la piel conocida como epidermis
y la que tiene el primer contacto con bacterias y que al sufrir afecciones o quemaduras es la
primera en ser afectada. La capa densa conformada en su mayoria de PAMPS representa una
gran ventaja, ya que funcionaria como barrera antimicrobiana (epidermis) y la capa porosa
(dermis) como area de proliferacion celular de fibroblastos. La figura 3.6 presenta la

morfologia planteada a partir de caracterizacion morfologica de las membranas.

A) Estructura de la piel B) Estructura de la membrana

@ @ @ @ @ @—» Agentes o patdgenos

microbianos

Capa densa compuesta
— mayormente de PAMPS con
propiedades antimicrobianas

% | Estructuraporosade la membrana
% [~ “Zonade mayor crecimiento
celulary regeneracion”

+ Hipodermis
(tejido subcutaneo)

Figura 3.6 (A) Estructura de la piel y (B) estructura biomimética propuesta para membranas de
PVA/PAMPS

3.6 Capacidad de intercambio Iénico (IEC)

Se determino la cantidad de grupos sulfénicos presentes en cada mezcla polimérica al 5, 10
y 15 % de PAMPS, los resultados se resumen en la tabla 3.3. La determinacion de los valores
de IEC confirmo la preservacion del PAMPS (tabla 3.2) en la mezcla, como resultado de la
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modificacion de las variables como tiempo de exposicion y temperatura en el método de
inversion de fases. Los valores de IEC fueron cercanos a los valores tedricos, con una pérdida
méaxima de 30% de PAMPS en las mezclas. El valor de IEC obtenido para cada mezcla fue

de 0.25, 0.48 y 0.72 mmol/g para las proporciones 95/5, 90/10 y 85/15, respectivamente.

Tabla 3.3 Resultados de IEC para las membranas de PVA/PAMPS

% MEBRANA IEC tedrico | IEC experimental PAMPS PAMPS
Requerido (mmol/ g) (mmol g?) agregado (%) | retenido (%)
PVA/PAMPS (95/5) 0.31 0.25 6.5 5.2
PVA/PAMPS (90/10) 0.48 0.40 13 10.8
PVA/PAMPS (85/15) 0.88 0.72 19 15.1

En la Figura 3.7 se presenta de manera grafica los valores de IEC experimental y tedrico para
las membranas de mezcla PVA/PAMPS. Los resultados experimentales del calculo de IEC

se realizaron por duplicado. Como se esperaba, los valores de IEC aumentaron con el

incremento de PAMPS en la mezcla.

1.2 -

I |EC (mmol g-1)
[ 1EC Teorico (mmol g-1)

1.0 4

IEC (mmol g-1)

95/5 90/10 85/15
Mezclas PVA/PAMPS

Figura 3.7 Gréafica comparativa de los valores de IEC experimental y tedrico para las membranas

PVA/PAMPS modificadas a diferentes concentraciones.

54



3.7 Andlisis de la estructura quimica por medio de FTIR de las membranas de PVA 'y
PVA/PAMPS

Con la finalidad de corroborar el entrecruzamiento quimico de las membranas se realizo el
analisis quimico de las membranas de PVA vy las de PVA/PAMPS entrecruzadas; con el
proposito de comparar la accion del agente entrecruzante SA (10% en peso) antes y después

del tratamiento térmico (100°C por 1 hora).

De acuerdo con lo reportado por Corzo y colaboradores, los picos caracteristicos del PVA
puro se presentan en 3276 cm, correspondiente al estiramiento de los grupos O-H, a 1090
cm? las vibraciones del estiramiento de los grupos C-OH, a 2926 cm™ las sefiales de los
enlaces C-H y sus correspondientes bandas de deformacion a 1415 y 1140 cm™. El pico a
1711 cm e le atribuye al enlace C=0 del poli (acetato de vinilo) residual debido al grado
de hidrolisis del PVA (98 %) [64].

El entrecruzamiento quimico se corrobord por la formacién de grupos éster debido a la
reaccion de los grupos carboxilos del SA con los grupos hidroxilos del PVA, como se observa
en la figura 3.8. El pico del C=0 asociado con el grupo ester a 1710 cm™ se observa
ligeramente mas intensa , y al mismo tiempo se observa una disminucion de la intensidad del
pico a 1090 cm™* debido al enlace C-OH en comparacion con el espectro del PVA puro sin
entrecruzar [64].

Por otra parte, en los espectros de las membranas PVA/PAMPS se puede ver la aparicion de
picos caracteristicos de PAMPS, tales como los grupos carbonilo C=0 (Il) de la amida
secundaria a 1648 cm™ y la amida secundaria N-H a 1553 cm™. mientras que las sefiales
correspondientes al estiramiento simétrico y asimétrico de los grupos sulfonicos se
encuentran a 1215 cm™ y 1030 cm™. Ademas, se observa el crecimiento de la intensidad de
las sefiales correspondientes al PAMPS conforme incrementa la concentracion de PAMPS

en la mezcla.
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Figura 3.8 Espectros FTIR de las membranas de PVA sin entrecruzar Y PVA/ PAMPS entrecruzadas

3.8 Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Con la finalidad de corroborar la composicion de cada una de las capas presentes (porosa y
densa), se analizé por XPS la superficie de cada una de las caras de las membranas. Se
analizaron dos muestras de cada membrana por ambas superficies para cuantificar el
porcentaje azufre, nitrégeno, carbono y oxigeno presente atribuido a la presencia de PAMPS
en cada capa. En la tabla 3.4 y 3.5 se muestran los % atémicos de cada uno de los elementos
mencionados en las peliculas de 100% PVA, PVA/PAMPS 95/5, 90/10 y 85/15.

La membrana de PVA no presentd porcentaje atomico de S ni de N en su superficie porosa,
mientras que en las peliculas elaboradas a base de diferentes contenidos de PAMPS presentan
estos elementos en su superficie porosa, con un ligero incremento con el aumento de la
concentracion de PAMPS en la mezcla. Esto indica que la parte porosa esta conformada en
mayor concentracion por PVA con una pequefia cantidad de PAMPS interpenetrado en la
matriz de PVA. A mayor concentracion de PAMPS en la mezcla, XPS detectd6 mayor

concentracion de S en la capa. Con la presencia de PAMPS, se espera que incremente la

56



proliferacion celular con respecto a las membranas de PVA puro, esto debido a que el
PAMPS contiene grupos &cidos sulfonicos tipo heparina o taurina (compuestos presentes en

el cuerpo humano con una funcion vital) en su estructura quimica.

Tabla 3.4 Porcentaje atdmico de los elementos cuantificados por XPS para la estructura
porosa de las membranas de PVA 'y PVA/PAMPS

Superficie Porosa
Membrana
%Atomico
C @) N S
PVA 82.7+2.4 | 15.9£0.5 0 0
PVA/PAMP.
v/ S 87.5+0.1 | 11.1+0.7 | 0.66+0.4 | 0.74+0.5
95/5
PVA/PAMPS
9+0. 1x0. .52+0. L19£0.
90/10 86.9+0.6 | 11.1£0.3 | 1.52+0.8 | 0.79+0.01
PVA/PAMPS
D=0, .8x0. 97x0. 19+l
$5/15 85.5+0.01 | 11.8+0.01 | 1.97+0.1 | 0.79+1.1

En cuanto a la capa densa de la membrana se encontré mayor incremento de S y N asociados
al PAMPS, siguiendo el mismo patron de aumento al incrementar la concentracion de

PAMPS en la membrana, como se muestra en la tabla 3.5.

El porcentaje atdbmico calculado a partir de un promedio de las muestras analizadas mostré
un incremento significativo en las superficies densas con respecto a la superficie porosa, tal
como se resume en la Tabla 3.4. El porcentaje atomico incrementa de 0% para las membranas
de PVA a 0.79% para las de PVA/PAMPS (85/15) en la estructura porosa, mientras que para
la estructura densa incrementa de 0% para las membranas de PVA y hasta 3.33% para las
compuestas de PVA/PAMPS (85/15). Con base en lo anterior se puede confirmar que la capa
densa de la membrana esta compuesta de una mayor concentracion de PAMPS, lo cual, se
espera, incrementaria la actividad antimicrobiana en el area, y ademas una parte del PAMPS
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migré a la parte interna del area porosa, lo que se espera redunde en un incremento en la

biocompatibilidad de las membranas.

Tabla 3.5 Porcentaje atémico de los elementos cuantificados por XPS para la estructura
densa de las membranas de PVA/PAMPS

Superficie Densa
Membrana
%Atomico
C O N S
PVA/PAMP.
v S 88.28+0.16 9.2+0.2 0.9£0.2 1.26+0.37
95/5
PVA/PAMPS
A+, A4+£0. E=(X D 1+0.
90/10 87.4+.4 8.4+0.1 1.7£0.6 | 2.51%£0.06
PVIZ/;I;[?PS 86.08+0.1 8.6+0.2 2.04+0.3 3.33+0.0

En la figura 3.9 se presenta el espectro general de la superficie densa de cada una de las
membranas elaboradas. Donde se observa claramente la tendencia descrita del incremento

del porcentaje de azufre y nitrégeno y por ende de PAMPS en la mezcla.
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Figura 3.9 Analisis elemental por XPS en la capa densa de las membranas

3.9 Dispersion de energia de rayos-X (EDX)

Para comprobar que toda la capa densa estaba compuesta de PAMPS, se obtuvieron los
porcentajes de concentracion de azufre en la seccion transversal de cada una de las peliculas
por EDX. Como se muestra en la tabla 3.6, el porcentaje en peso del azufre (componente
principal del PAMPS) cambia segun el area de analisis (densa o porosa). A pesar de mostrar
valores menores debido al tipo de barrido sobre la muestra (superficial) el porcentaje en peso
del azufre sigue el mismo patrén que las pruebas de XPS aumentando en la capa densa de la

membrana y manteniéndose en un menor porcentaje en la capa porosa.
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Tabla 3.6 Composicion elemental obtenida por EDX de las membranas PVA'y

PVA/PAMPS
PVA 0 0
PVA/PAMPS 95/5 2.37+0.6 1.3£0.79
PVA/PAMPS 90/10 4.09+0.91 0.73x0.42
PVA/PAMPS 85/15 8.1+2.31 1.98+0.1

El porcentaje méas alto en peso del azufre para la capa porosa y densa se obtiene en la
membrana de concentracion 85/15 con 1.98 % y 8.1 %, respectivamente, lo cual indica un
cambio significativo en el porcentaje de PAMPS para cada capa. La misma tendencia se

observa en las membranas de PVA con 5y 10 % de PAMPS como se indica en la Tabla 3.4..

3.10 Pruebas de hinchamiento

La capacidad de hinchamiento de un material esta definida como la cantidad de agua que es
capaz de absorber con relacion a su peso seco. Generalmente, las membranas o materiales
hechos de polimeros hidrofilicos y con un bajo grado de entrecruzamiento, son los que tienen
mayor capacidad de hinchamiento [77]. La capacidad de absorber soluciones acuosas de una
membrana en aplicaciones biomédicas como en injertos de piel, influye en la cantidad de
medio de cultivo celular que el material sera capaz de incorporar durante el proceso. Por
consiguiente, esta propiedad interviene significativamente en las caracteristicas del cultivo,
como la difusién de nutrientes, la adhesion, el crecimiento y la diferenciacion celular entre
otras [78].

Se realizaron pruebas de hinchamiento para las membranas de PVA y PVA/PAMPS sin
entrecruzar y entrecruzadas con acido succinico al 10 % (respecto al PVA) para observar su

comportamiento durante 21 dias en una solucion buffer de pH neutro. Las membranas de
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PVAY PVA/PAMPS sin entrecruzar, se disolvieron por completo desde el primer dia, lo que
era de esperarse ya que tanto el PVA 'y PAMPS son altamente hidrofilicos. Por otro lado, las
membranas entrecruzadas a 100 °C por 1 hora, no se disolvieron, pero si presentaron un alto
porcentaje de hinchamiento o incremento en su volumen de mas del 50 % desde el primer
dia, llegando al equilibrio al cabo de 10 dias (ver figura 3.10). A mayor concentracion de
PAMPS mayor incremento de area presentaron las membranas, alcanzando hasta 16.4 cm?
con 15 %, sequida de 15.48 cm? para la membrana con 10% de PAPMS y 13.68 cm? con 5
% de PAMPS a los 10 dias. Cabe mencionar que, las muestras recuperaron su tamario original

una vez retiradas de la solucion salina.

En el entrecruzamiento quimico los grupos funcionales del SA reaccionan con los grupos -
OH del PVA modificando parcialmente su propiedad hidrofilica. A mayor porcentaje de
entrecruzamiento en la membrana, la capacidad de hinchamiento disminuye, debido a que

sus grupos hidrofilicos disminuyen, disminuyendo su afinidad con medios acuosos.
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Figura 3.10 Pruebas de hinchamiento

En la figura 3.11 se observa la tendencia del aumento del porcentaje de captacion de PBS
con el incremento de PAMPS en las membranas. Se muestra que al incrementar la cantidad
de PAMPS en la membrana, la absorcion de PBS incrementa considerablemente con respecto
a la absorciéon del PVA. A mayor cantidad de PAMPS presente en la membrana, mayor
porcentaje de absorcion de PBS presentaron las membranas pasando de 233.92% en las
membranas de PVA puro hasta 343.73% en las membranas de PVA/PAMPS (85/15)
(p<0.05). Esta tendencia coincide con la reportada en hinchamiento o incremento de

volumen.
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Figura 3.11 Absorcion de PBS de las membranas

La siguiente tabla (3.7) resume los valores maximos de absorcion en PBS con sus respectivos

valores de desviacion estandar.

Tabla 3.7 Porcentaje de absorcion en PBS de las membranas entrecruzadas

% Absorcion en PBS ( pH:

Membrana
7.2)
PVA 333.92+38
PVA/PAMPS 95/5 24459 + 14*
PVA/PAMPS 90/10 263.27 £ 19*
PVA/PAMPS 85/15 343.73+ 18*

*Cambios estadisticamente significativos respecto a la modificacion
con PAMPS (p<0.05)
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3.11 Pruebas de pérdida de masa y degradacion

Por otro lado, la pérdida de masa registrada después de los 21 dias del ensayo, también se vio
influenciada por el aumento del PAMPS en la mezcla. Como se observa en la tabla 3.8 la
membrana de PVA presentd la mayor pérdida de masa con un porcentaje de 9.36%, mientras
que lamembrana de PVA/PAMPS 95/5 fue la membrana con el menor porcentaje de pérdida,
llegando a 4.74 %, . Cabe mencionar que, la pérdida de masa se registra hasta los dltimos
dias de la prueba las cuales se atribuyen a PAMPS y a PVA sin entrecruzar, por lo que el
material en el proceso de aplicacién como aposito tendréd tiempo suficiente para actuar y

luego degradarse parcialmente con el transcurso del tiempo.

Tabla 3.8 Pérdida de masa registrada para las membranas de PVA y PVA/ PAMPS

entrecruzadas
Membrana Pérdida de masa (%o)
PVA 9.36+1.2
PVA/PAMPS 95/5 4.84+0.6*
PVA/PAMPS 90/10 4.74+0.8*
PVA/PAMPS 85/15 5.55+0.7*

*Cambios estadisticamente significativos respecto a la modificacién
con PAMPS (p<0.05)

En relacion a las pruebas de degradacion, la membrana blanco de PVA fue la que present6
mayor degradacion , con un porcentaje del 19.87%, lo cual coincide con lo reportado en la
literatura para la hidrolisis de este material [66]. Las membranas de mezclas de PVA/PAMPS
alcanzaron un méaximo de biodegradacion de 8.58%, esto se puede atribuir a interacciones
tipo puente de hidrégeno que podrian estar formando los diferentes grupos presentes en el
PAMPS y PVA, que inhiben parcialmente la hidrolisis del PVA (figura 3.12).
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Figura 3.12 Ensayo de degradacion para las membranas PVA y PVA/PAMPS entrecruzadas.

3.12 Caracterizacién mecanica

La importancia de la caracterizacién mecanica radica en la necesidad de fabricar membranas
poliméricas con propiedades mecéanicas (resistencia al esfuerzo maximo a tensiéon, médulo
elastico y méaxima deformacién) similares a los reportados para la piel humana. Las
propiedades mecénicas de las membranas elaboradas en este trabajo se realizaron con 7
muestras para cada membrana y en 3 repeticiones, efectuando dos ensayos, uno con las
membranas secadas a 60 °C por 24 horas y otro con las membranas humedas e hinchadas
previamente en la solucion buffer de fosfatos. Los resultados obtenidos para las membranas

secas se muestran en la tabla 3.9.

Para las membranas secas de PVA puro se obtuvieron valores de modulo elastico, esfuerzo
a tension y deformacion maxima de 333.41 MPa, 10.68 MPa y 7.67 % respectivamente
(Tabla 3.8), mostrando un incremento gradual de 333.42 a 1,134.29 MPa en su mddulo

elastico, y de 10.68 a 26.61 MPa en su esfuerzo maximo con la introduccion de PAMPS en
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la mezcla, mientras que los valores de deformacion maxima disminuye a la mitad al

incrementar el porcentaje de PAMPS de 5 a 15%, pasando de 10.65 % a 5.1 %.

Tabla 3.9 Resultados de las pruebas a tension de las membranas secas

Concentracién | Modulo elastico Maximo esfuerzo a Maxima deformacion
PVA | PAMPS (MPa) tension (Omax) (MPa) % (E€max)
100% 0% 333.41 +44.9 10.68 +2.3 7.67 0.8

95% 5% 539.45 +67.5 24.68 £2.4 10.65+1.4

90% 10% 867.46 £79.3 24.93 +6.3 8.07 4.6

85% 15% 1,134.29 +98.5 26.61 1 5.1+0.6

La literatura reporta que, a partir de ensayos a tension realizados con muestras extraidas de
la capa dérmica profunda en el area lumbar del cuerpo, la piel humana presenta valores del
modulo elastico cercanos a 0.64 MPa, 0.7 MPa para la tensién méaxima y 180 % de
deformacion con respecto a su area (Tabla 3.10) [79, 80]; haciendo referencia a un material
de baja tenacidad, elastico y alta resistencia a la deformaciéon. En este sentido, las membranas
secas presentan mayor rigidez y ductilidad lo cual no es favorable, debido a que la piel
humana presenta elasticidad como parte su capacidad para recuperar su forma despues de

esfuerzos aplicados.

Tabla 3.10 Propiedades mecanicas de la piel humana

Madulo elastico Maximo esfuerzo a Maxima deformacion

(MPa)

tension (Omax) (MPa)

% (E€max)

0.64

0.7

180
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Teniendo en cuenta que originalmente la membrana debe asemejarse miméticamente a la piel
incluso mecanicamente, se puede afirmar con este ensayo que esta condicion no se cumple
para las membranas secas. Se procedié a realizar el ensayo de las propiedades mecanicas a
tension de las membranas previamente hinchadas. Este ensayo aporta un resultado mas
cercano a condiciones reales, ya que la aplicacion requiere que las membranas se mantengan
hdmedas durante su desempefio. Los resultados obtenidos para las pruebas mecénicas con las
membranas humedas se presentan en la tabla 3.11. Las membranas humedas presentaron un
comportamiento completamente diferente al obtenido con las membranas secas y muy
cercano al reportado para la piel humana. En este caso, las membranas de PVA puro
presentaron valores de 0.27 MPa, 0.65 MPa 'y 232.21 % para el modulo elastico, esfuerzo
maximo a tension y de deformacion maxima, respectivamente. Las membranas de
PVA/PAMPS en comparacion con las del PVA, presentaron un incremento significativo del
modulo elastico de 0.44 MPa hasta 0.86 MPa con respecto al incremento del PAMPS. El
porcentaje de deformacion aumento de 171% a 301.22 % con la disminucidn del porcentaje
de PAMPS en la membrana.

Cuando la membrana de PVA se somete a secado, el agua se evapora causando el colapso de
la estructura, la membrana pasa de un estado de maximo hinchamiento, a un estado
colapsado, ademas, la presencia del agente entrecruzante promueve fuertes interacciones
intra e intermoleculares, originadas por la formacién de enlaces éster [81]. Este
comportamiento favorece la rigidez y la deformacion minima en los materiales, por lo que el
modulo elastico y esfuerzo maximo registrado a tensién, pone de manifiesto la rigidez de la
membrana y su fragilidad (atribuida a valores minimos de deformacién), provocando una

incision instantanea durante el ensayo.

Por otro lado, el aumento del médulo elastico y la deformacion maxima, de acuerdo con lo
reportado en la literatura se le puede atribuir entre otras razones, al efecto estérico causado
por la presencia de los grupos dimetilo y sulfénico en el PAMPS. Estos grupos al combinarse
dificultan estéricamente la movilidad de la cadena dentro de la red polimérica y proporcionan

estabilidad tanto hidrolitica como térmica a los polimeros que lo contienen, proporcionando
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mayor estabilidad a la cadena y una mayor oposicion a los esfuerzos mecéanicos inducidos en

la membrana [82].

Tabla 3.11 Resultados de las pruebas a tension de las membranas himedas

Modulo elastico Maximo esfuerzo a Maxima deformacion
PVA | PAMP
S (E) (MPa) tension (O max) (MPa) % (€ max)
100% 0% 0.27 £0.08 0.65 £0.09 232.21+27.39
95% 5% 0.44 £ 0.03 1.53+0.27 301.22 + 42
90% 10% 0.47 +0.03 1.08 + 0.08 215.96 + 26
85% 15% 0.86 £ 0.02 1.43 +0.06 171.83 +£13

En contraste, las peliculas de PVA y PVA/PAMPS himedas, sumergidas en el buffer de
fosfatos tienden a absorber grandes cantidades de agua, lo cual afecta las propiedades
mecénicas y fisicas del polimero debido a su naturaleza hidrofilica impartida por la presencia
de grupos hidroxilo (-OH) y sulfonicos (-SOsH) en su cadena principal. El agua absorbida
actia como plastificante en la membrana, lo cual incrementa la movilidad molecular de los
polimeros amorfos y/o parcialmente cristalinos debido a un mayor volumen libre [83],
surgiendo durante el hinchamiento un acomodo de cadenas que promueven su elasticidad.
Sin embargo, la rigidez del material decae abruptamente debido a la mayor movilidad de

cadenas.

Como los valores obtenidos para las membranas himedas son muy semejantes a los datos
reportados en la literatura para la piel, se hizo una comparacion entre si. El mddulo elastico
para las membranas de PVA/PAMPS se encuentra en un intervalo de 0.27 hasta 0.86 MPa
incrementando con respecto al porcentaje de PAMPS, mientras que el valor reportado para
la piel es de 0.64 MPa. Por lo tanto, el médulo elastico de las membranas de PVA/PAMPS

se encuentra muy cercano al valor reportado para la piel.

Los valores de la maxima deformacion fueron mas altos en las membranas de PVA,
PVA/PAMPS 90/10 y PVA/PAMPS 95/5 en condiciones humedas en comparacién con el
valor presentado para la piel. En el caso de la membrana con 15% de PAMPS, su porcentaje
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de elasticidad fue ligeramente menor que el que presenta la piel. En general, es posible
obtener propiedades mecanicas similares a las que presenta la piel; sin embargo, se debe
considerar que en muchas ocasiones diversos factores extrinsecos como la edad, el pH y
factores externos pueden causar variaciones en las propiedades mecéanicas de la piel humana

diferentes a las que aqui se reportan, debido a que se considera un material anisotropico.

Los valores de esfuerzo maximo no siguen una tendencia con respecto a la adicion de PAMPS
en la mezcla. Una de las causas de este comportamiento se explica por medio de la teoria de
resistencia de la zona mas débil, es decir, que el material siempre va a fallar por las zonas
mas débiles del mismo y que su resistencia méaxima sera la resistencia méxima de estas zonas
[84]. De esta manera, el comportamiento mecanico del material estard dominado por las
imperfecciones de las probetas, tales como poros, irregularidades en las aristas e
irregularidades en el espesor, lugares que pueden ser considerados como puntos débiles. Es
importante mencionar que el proceso de obtencion de peliculas y probetas se realizd de una
manera cuidadosa y que la seleccion de las probetas para los ensayos de tension siguid los
criterios de la Norma ASTM D882-02 para peliculas de materiales poliméricos. Sin
embargo, la inspeccion y seleccién de las probetas se realizd de manera macroscopica,
dejando de lado los posibles defectos imperceptibles al ojo humano.

3.13 Proliferacion celular

Uno de los requisitos claves que debe cumplir un material auxiliar en la restauracion tejido
cutaneo, es su capacidad de promover crecimiento o proliferacion celular [17]. Por lo tanto,
se estudio la cinética de proliferacion celular de los fibroblastos sembrados sobre la superficie
de las membranas de PVA'y de PVA/PAMPS. Se definié como control positivo a las células
sembradas en la caja de cultivo sin membrana y, como control negativo de proliferacion al

medio de cultivo en ausencia de células.

Se ha reportado que los materiales usados para esta aplicacion deben ser altamente porosos

y con un tamafio de poro adecuado para proveer una adecuada migracion e interaccion celular
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[85]. Ademaés, la morfologia y quimica de la superficie son importantes para la adhesion y
proliferacion celular [86].Tomando en cuenta estos aspectos, se decidio realizar en estudio
de proliferacion celular en ambas superficies de la membrana para hacer un estudio
comparativo. Una de las superficies es altamente porosa con PVA como principal material,
sin embargo, también contiene cierta cantidad de PAMPS como mostro el analisis por XPS
(0.79 % S) y EDX (0.7-1.98 % S). La otra superficie es densa con PAMPS como principal

componente.

Enlafigura 3.13y 3.14 se presenta la cinética de crecimiento celular (medida en absorbancia)
de los fibroblastos humanos cultivados sobre las peliculas de PVA y PVA modificadas, en
comparacion con el crecimiento de las células sin el material (control) por medio del ensayo
alamar blue (AB) a 0, 24, 48 y 72 horas.

Analizando los resultados es posible confirmar la biocompatibilidad de las membranas
evaluadas, observando un crecimiento celular méximo a las 24 horas para la superficie porosa
de la membrana (figura 3.13), en comparacion con el control positivo que presenta un
crecimiento normal no mayor al 100%. También se observa que las células en contacto con
el material proliferaron gradualmente al aumentar el porcentaje del PAMPS en la membrana,
en consecuencia, la membrana 85/15 exhibe una mayor proliferacion celular en comparacion
con la membrana 95/5. Siendo la membrana con 15% de PAMPS la que presentd mayor

proliferacion celular en los diferentes tiempos (p<0.05).
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I Membrana de PVA
I Membrana 95/5
* [ Membrana 90/10
I Membrana 85/15
I Control +
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2.5 4
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Proliferacion celular (Abs)

24 48 72

Tiempo (Horas)

Figura 3.13 Cinética de proliferacion celular de la estructura porosa de la membrana siendo PVA el
material sin modificar con PAMPS y 95/5, 90/10 y 85/15 las membranas modificadas a diferentes
concentraciones de PAMPS (p<0.05).

Por otro lado, la estructura densa de la membrana (figura 3.16) presentd un crecimiento
similar al control positivo en las primeras 24 horas. EI m&ximo crecimiento se observo
después de 48 horas con una tendencia similar a las reportada en la superficie porosa, es decir
mayor proliferacion al incrementar el porcentaje de PAMPS en las membranas (p<0.05). Sin
embargo, se observa claramente una menor proliferacion celular en comparacion con los
resultados presentados para la superficie porosa. Por lo tanto, se comprueba que la
biocompatibilidad de un material depende de la composicion polimérica, morfologia y la

estructura de la membrana, entre otros factores.
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Figura 3.14 Cinética de proliferacion celular de la estructura densa de la membrana siendo PVA el
material sin modificar con PAMPS y 95/5, 90/10 y 85/15 las membranas modificadas a diferentes
concentraciones de PAMPS (p<0.05).

3.14 Ensayos de actividad antimicrobiana

3.14.1 Ensayo por diluciones en cajas Petri

En este ensayo se estudiaron las membranas con mayor (15 %) y menor (5 %) concentracion
de PAMPS y el blanco (PVA) en contacto con las cepas E. coli, S. aureus y C. albicans a
través de diluciones por 24 horas. En la Tabla 3.12 se puede observar que la membrana de
PVA no inhibe ninguna de las cepas en contacto y la membrana con 5% de PAMPS inhibe
la bacteria E. coli, pero sin inhibicidn para S. aureus y C. albicans. En cuanto a la membrana
con 15% de PAMPS, ésta presenta inhibicion para las cepas E. coli y S. aureus. Este analisis
indica que a mayor concentracion de PAMPS mayor actividad antimicrobiana de las

membranas, lo anterior se atribuye al incremento de concentracion de grupos acidos
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contenidos en el agente activo, el cual interacciona en mayor proporcién ya sea inhibiendo
la sintesis de la pared bacteriana, alterando la integridad de la membrana citoplasmaética,

impidiendo la sintesis proteica o bien blogueando la sintesis de las funciones de acidos
nucleicos en las bacterias.

Sin embargo, para corroborar los resultados se determind la inhibicion del crecimiento

bacteriano mediante ensayos por microdiluciones.

Tabla 3.12 Ensayos microbioldgicos por diluciones a 24 horas

Control positvo | . PVA/PAMPS PVA/PAMPS
O epas
de inhibicion (95/5 % w/w) (85/15 % w/w)

E. coli

S. aureus

C. albicans

3.14. Ensayo por microdiluciones y sus réplicas para determinar la concentraciéon minima
inhibitoria (MIC) y la concentracion minima bactericida (MBC)
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El ensayo por MIC del agente activo confirmd la actividad antimicrobiana del PAMPS y las

mezclas utilizadas en las membranas.

Las placas y sus respectivas réplicas se realizaron de acuerdo con la metodologia descrita en
la seccidn experimental. En la figura 3.15 se muestran las concentraciones de los materiales

poliméricos empleados en cada una de las placas y en la caja Petri (replica).
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Figura 3.15 Disefio experimental en caja Petri replicado para cada bacteria

Cabe recalcar que las cajas Petri muestran la réplica exacta de las placas de 96 pozos para
cada bacteria (figura 3.16).
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PVA PVA/PAMPS PAMPS MA

30% | 30% | 30% | 30% | 30% | 100 | 100 15% | 15%
% % %

15% 15% 15% 15% 15% | 30% | 30% | 30% | 10% | 10% | 10%

7.5% | 7.5% | 7.5% | 7.5% | 7.5% | 15% | 15% [ 15% | 5% 5% 5% \‘

375 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 3.75 | 7.5 | 7.5% | 7.5 c- c- c-
% % % %

% % % % % % % %

093 [ 093 | 093 | 093 | 093 | 1.88 | 1.88 | 1.88 | C+ C+ c+
% % % % % % % %

0.47 | 047 | 0.47 | 047 | 0.47 | 093 | 0.93 | 0.93
% % % % % % % %

1.88 1.88 188 | 1.88 188 | 3.75 | 3.75 | 3.75 cv cv cv /

0.23 0.23 023 | 023 | 0.23 | 0.47 | 047 | 0.47
% % % % % % % %

Figura 3.16 Disefio experimental en caja Petri replicado para cada bacteria

Como se explicd en la metodologia, en cada ensayo se analizaron soluciones de PVA (al 30
%), mezcla de PVA/PAMPS (relacion 70/30), el PAMPS al 100%, asi como las membranas
a diferentes concentraciones. Ademas, estandares y blancos como el medio de cultivo

Mueller-Hinton, medio mas antibidtico y antibiotico para su comparacion.
e Escherichian coli

Los resultados indican que el PVA puro presenta inhibicion a E. coli Gnicamente en la
primera microdilucion (30%). Sin embargo, solo presenta caracter bacteriostatico, ya que la
réplica en caja Petri presentd crecimiento de la bacteria al contacto con el medio. Respecto
al PAMPS puro, las microdilusiones con la cepa E. coli presentaron inhibicion en el intervalo
de microdilucion del 100% al 3.25 %, con una concentracion minima bacteriostatica al 15
%, como se muestra en la Tabla 3.13. Por otro lado, las diluciones de mezclas PVA/PAMPS
presentaron inhibicidn a esta bacteria en el intervalo del 30-7.5% y una concentracién minima
bacteriostatica al 15 %. El caracter bactericida al agente activo se determind con la

replicacion de la placa (cajas Petri en figura 3.17).
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Por altimo, a diferencia de los resultados obtenidos en el experimento de diluciones descritos
anteriormente, en las microdiluciones las membranas PVA/PAMPS no presentaron
inhibicién a E. coli. Esto posiblemente a la baja concentracion del agente activo en el material
(muestras de 4 mm de didmetro), ademas que el material ya presenta una coloracion café
rojiza por el entrecruzamiento, lo cual resulta confuso para observar la inhibicion del material

a esta bacteria. Los blancos y estandares presentaron los resultados esperados.

Tabla 3.13 Resultados en la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC) y

la concentracion minima bactericida (MBC) para E. coli

Escherichian coli

Membrana Bactericida MBC Bacteriostatico MIC

PVA Negativo Positivo 30%
PAMPS Positivo 15% Positivo 3.75%

PVA/PAMPS Positivo 15% Positivo 15%

(CV) Medio

(C-) Medio +
bacteria

(C+)- Amikasina

Figura 3.17 Placa y réplica en caja Petri del ensayo para E. coli
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e Staphylococcus aureus

En la Tabla 3.14 se presentan los resultados de las microdiluciones con la cepa S.aureus, la
cual confirma la inhibicién por PAMPS a partir de una concentracion al 7.5% y en la mezcla
con PVA a un 15% con caracter bactericida, mientras que el PVA puro presenta inhibicion

desde un 30% pero solo de manera bacteriostatica.

Tabla 3.14 Resultados en la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) y

la concentracion minima bactericida (MBC) para S.aureus

Staphylococcus aureus

Membrana Bactericida MBC Bacteriostatico MIC
PVA Negativo Positivo 30%
PAMPS Positivo 15% Positivo 7.5%
PVA/PAMS Positivo 15% Positivo 15%

Para cada caso fue posible confirmar la accion del agente activo con la replicacion de la placa

como se puede observar en la figura 3.18.

Solucion de Solucién de Solucion de  Membrana
PVA PVA/ PAMPS PAMPS PVA/ PAMPS

Sohuciénde  Soluciénde  Membrach
PVA/PAMPS  PAMPS
——

(CV) Medio
a| (C-) Medio +
bacteria

(C+)- Amikasina

Figura 3.18 Placa y réplica del ensayo para S. aureus
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e Pseudomona aureuginosa

Por otra parte, se realiz6 la prueba con la cepa P. aureuginosa que se toma en cuenta como
complemento de las cepas que atacan las lesiones dérmicas. Como se muestra en la Tabla
3.15 las microdiluciones con la cepa presenta inhibicion por PAMPS a partir de una
concentracion al 15% y con caracter bactericida a partir del 30%, mientras que, en la mezcla
con PVA inhibe a partir del 15% y el PVA puro presenta inhibiciéon desde un 30%, ambos
solo de manera bacteriostatica.

Tabla 3.15 Resultados en la determinacién de la concentracién minima inhibitoria (MIC) y
la concentracién minima bactericida (MBC) para P. aureuginosa

Pseudomona aureuginosa

Membrana Bactericida MBC Bacteriostatico MIC
PVA Negativo Positivo 30%
PAMPS Positivo 30% Positivo 15%
PVA/PAMS Negativo Positivo 30%

La confirmacién de la accion del agente activo se realiz6 con la replicacion de la placa como

se puede observar en la figura 3.19.

Solucion de Solucion de PVA/ Solucion de  Membrana PVA/
PVA PAMPS PAMPS PAMPS

inde  Soluciénde  Sobucibnde  Membrard
PVA/ PAMPS PAMPS PVA/ PAMPS
—— —— ——5\

(CV) Medio

(C-) Medio +
bacteria

(C+)- Amikasina

Figura 3.19 Placa y réplica del ensayo para P. aureuginosa
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Finalmente, se realiz0 la prueba con el hongo C. albicans. Como se muestra en la Tabla 3.16
las microdiluciones con la cepa presenta inhibicion por PAMPS a partir de una concentracion
al 30%, sin embargo, en las microdilusiones con PVA no muestra inhibicion alguna y la

mezcla PVA/PAMPS solo muestra una ligera inhibicion bacteriostatica al 30%.

Tabla 3.16 Resultados en la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) y

la concentracion minima bactericida (MBC) para C. albicans

Candida albicans

Membrana Bactericida MBC Bacteriostatico MIC
PVA Negativo Negativo

PAMPS Positivo 30% Positivo 30%

PVA/PAMS Negativo Negativo 30%

La confirmacién de la accion de los materiales se realizo con la replicacion de la placa como

se puede observar en la figura 3.20.

Solucion de Membrana
Solucién de Pyy/ Solucionde  pyy/
PVA PAMPS PAMPS PAMPS

CV) Medio

(C-) Medio +
bacteria

+) Amikasina

Figura 3.20 Placa y réplica del ensayo para C. albicans
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CONCLUSIONES

Las membranas de PVA y PVA/PAMPS se elaboraron de manera exitosa usando
como no disolvente etanol/2-propanol (90/10 % v/v) a 30°C, con un tiempo de
formacion de 2 horas y una humedad de 50-60%. A estas condiciones, se obtuvieron
membranas de PVA/PAMPS con estructura bicapa compuesta de una capa densa y

una porosa.

La morfologia resultante de las membranas de PVA/PAMPS mostrada por SEM
asocia la capa densa al polimero PAMPS y la capa porosa a PVA con trazas de
PAMPS, lo que sugiere la obtencién de una estructura biomimética a la piel. La
caracterizacion morfoldgica y cuantitativa de la membrana por diversas técnicas
(IEC, SEM, XPS y EDX) confirmo los componentes de cada capa en las superficies

de las membranas.

Las pruebas de hinchamiento, pérdida de masa y degradacion en el buffer de fosfatos
pudieron demostrar el entrecruzamiento, la estabilidad e integridad de la membrana
después del ensayo. Se obtuvo un aumento considerable del porcentaje de
hinchamiento con el incremento del PAMPS en la mezcla, pasando de 333.92% en la
membrana de PVA a 343.73 % en la membrana de PVA con 15% de PAMPS lo cual

facilita aun mas la adhecion celular a la membrana.

Las pruebas mecéanicas a tension de las membranas humedas indicaron un
comportamiento similar a la de la piel humana. EI mddulo elastico, el maximo
esfuerzo a tension y el porcentaje de deformacion permanecen en un intervalo cercano

a valores reportados para la piel (0.64 MPa, 0.7 y 180 % respectivamente).

La adicion e incremento de PAMPS en las membranas de PVA resulta benéfico para
mejorar la biocompatibilidad en las membranas, ademas, la estructura porosa de las
peliculas permite incrementar la proliferacion celular en comparacion con la capa

densa de la estructura.
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m La introduccion de PAMPS en las membranas microporosas es altamente efectivo
para impartir actividad antimicrobiana. La membrana PVA/PAMPS con 15% de
PAMPS presenta mayor inhibicion contra E. coli, S. aureus y P. aureuginosa,

ademas, de presentar propiedades bactericidas y bacteriostaticas en las mezclas.

m En general, de acuerdo con los resultados obtenidos, es posible inferir que, el
desarrollo de membranas microporosas constituidas de mezclas poliméricas permite
generar peliculas con potencial aplicacion en la ingenieria de tejidos dérmicos,
gracias a su morfologia, biocompatibilidad y su importante caracter antimicrobiano

conferido gracias a la conjunta adicién de polimeros con cualidades inhibitorias.
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