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Abstract— Ulcers are a type of chronic wounds that are very susceptible to microbial infections of bacteria that produce biofilm,
which makes them refractory to antibiotic and antiseptic treatment. It has been observed that treatment with Lactobacilus
plantarum supernatant (SNLP) in venous ulcers, reduces wound healing time, significantly decreasing bacterial load, so it could
be a good alternative as treatment for different types of chromic wounds. Polycaprolactone (PCL) is a biocompatible and
biodegradable polymer, with excellent mechanical properties, whose effectiveness in dermatological applications has been widely
demonstrated. In addition, with the electrospinning technique, PCL fibers can be created in micro and nanometric scale with a
certain degree of porosity, very useful for different biomedical applications. Therefore, the purpose of this work is to manufacture
polymeric nanomembranes incorporating the supernatant of Lactobacilus plantarum, as an antibiotic and healing substance to
PCL nanofibers by means of the immersion technique. The method of manufacturing PCL nanomembranes was optimized by
electrospinning using various polymeric supports. Different immersion methods were tested for supernatant incorporation,
controlled release of the same was studied and its morphology was observed in a Scanning Microscope. The 10% concentration
PCL nanomembranes are made up of uniform nanofibers of random distribution, with an average diameter of 169.06 + 32.28 nm
and an average pore size of 1266.74 + 292.55 nm. According to these results, fiber morphology was adequate for encapsulation. On
the other hand, these scaffolds show antimicrobial activity, however, SNLP release was almost instantaneous, so, we conclude that
it is not a suitable biomaterial as a possible treatment for chronic wounds. Therefore, it is necessary to review the technique to
incorporate and controlled release of this substance and apply coaxial electrospinning for hollow nanofibers filled manufacture
with this bioactive substance as an alternative technique.
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Resumen— Las 1ilceras son un tipo de heridas crénicas muy susceptibles a infecciones microbianas por bacterias productoras
de biofilm, lo que las hace refractarias al tratamiento con antibidticos v antisépticos. Se ha observado que el tratamiento con
sobrenadante de Lactobacilus plantarum (SNLP) en ulceras venosas, reduce el tiempo de cicatrizacién, disminuyendo
significativamente la carga bacteriana, por lo que podria ser una buena alternativa para la curacién de diferentes tipos de heridas
crénicas. La Policaprolactona (PCL) es un polimero biocompatible vy biodegradable, con excelentes propiedades mecanicas, cuya
eficacia en aplicaciones dermatolégicas ha sido ampliamente demostrada. La técnica de electrospinning, permite fabricar
nanomebranas de poliméricas con diferente grado de porosidad segiin la aplicacion biomédica. El objetivo del presente trabajo es
fabricar un scaffold de PCL mediante electrospinning con el SNLP incorporado por el método de inmersion (PCL+SNLP), estudiar
1a morfologia, la liberacion controlada del SNLP y la actividad antimicrobiana del scaffold fabricado.

Los resultados indicaron que los scaffolds de PCL al 1025 estan conformados por nanofibras uniformes de distribucion aleatoria,
con didmetro promedio de 169,06 + 32,28 nm vy un tamafo de poro promedio de 1266,74+292,55 nm. De acuerdo con estos
resultados, la morfologia de la fibra resultaria adecuada para el encapsulado. Por otro lado, estos scaffolds presentan actividad
antimicrobiana, sin embargo, la liberaciéon del SNLP fue casi instantdnea, por lo que concluimos que no es un biomaterial adecuado
como posible tratamiento para heridas crénicas. Por ello, es necesario una revisién en la técnica de incorporacion y liberacion
controlada de esta sustancia y aplicar electrospinning coaxial para la fabricacién de nanofibras huecas rellenas de esta sustancia
bioactiva como técnica alternativa.

Palabras clave— Actividad antibiética, pie ulcerado.

I. INTRODUCCION susceptible a las infecciones en particular aquellas mediadas
por bacterias que producen biofilm [2]. El tratamiento
convencional de desbridamiento quirirgico mas los
antibioticos ha resultado ineficaz en muchos casos para la
curacion de heridas cronicas, incluyendo UPD. Por ello, es

necesario el desarrollo de tratamientos adyuvantes a este

Se estima que entre un 15-25% de los pacientes que
padecen Diabetes Mellitus, presentan riesgos a
desarrollar uilceras de pie diabético (UPD) y de estos, un 85%
requieren amputacion como consecuencia de las mismas [1].
Las UPD se producen a con secuencia de la neuropatia, la

microangiopatia e inmunopatologia. Son muy dificiles de
curar. A su vez, como toda herida crénica, son muy

tratamiento convencional. Muchos de ellos son costosos,
complejos v no siempre eficaces. Por otro lado. nuestro
equipo ha observado que el tratamiento con Lactobacillus
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plantarum en heridas producidas por quemaduras y en tlceras
venosas cronicas reduce el tiempo de cicatrizacion, por la
disminucion de la carga bacteriana [3]. [4] la generacion de
tejido de granulacion v epitelizacion [5]. [6]. Para estimular
la cicatrizacion de una herida cronica, la sustancia
medicamentosa debe ser liberada de forma controlada.
localizada v prolongada. La posibilidad de incorporar la
sustancia activa a un scaffold que permitiria su liberacion
continua y permitiria espaciar el tiempo de curacion. El
material de construccion de un scaffold debe ser
biocompatible para no inducir ningin tipo de reaccion
biologica adversa [7]. La técnica de electrospinning o
electrohilado permite crear nanofibras estructuradas en
scaffolds para una gran variedad de aplicaciones biomédicas
[8]. En nuestro laboratorio, hemos disefiado y validado un
equipo de electrospinning [9]. [10] para la fabricacion de
nanomembranas. En base a todo lo expuesto, este trabajo
tiene como objetivos fabricar un scaffold de policaprolactona
(PCL), un biomaterial biocompatible con excelentes
propiedades mecénicas, cuya eficacia en aplicaciones
dermatologicas ha sido ampliamente demostrada [11].
utilizando la técnica de electrospinning con sobrenadante de
Lactobacillus plantarum (SNLP) incorporado por el método
de inmersion (PCL+SNLP). determinar su morfologia,
evaluar el tiempo de liberacion del SNLP y la actividad
antimicrobiana del scaffold fabricado.

II. MATERIALES Y METODOS
A. Fabricacion de scaffolds de PCL

Los scaffolds de nanofibras fueron fabricadas utilizando la
técnica de electrospinning (Fig. 1). Para ello se prepard una
solucion de Policaprolactona (PCL Mn, 80000 Sigma-Aldrich
USA) al 10% p/v en Dimetilformamida (Cicarelli, Argentina)
v cloroformo (Cicarelli, Argentina) con una relacion 80:20.
La mezcla fue homogeneizada durante 24 hs con agitador
magnético. A continuacion, la suspension se cargd en una
jeringa de 5 ml. Se aplico una diferencia de potencial de 8 kv,
lo que genera un campo eléctrico entre el extremo de la aguja
metalica v la placa colectora, cuya distancia entre uno y otro
fue de 15 cm.
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Fig I Esquema de [a técnica de electrospinning [12]

B. Incorporaciéon del SNLP

Se cultivo la cepa de L. plantarum ATCC 10241 en medio
liquido MRS a 37°C sin agitacion durante 8 horas. Luego se
centrifugo a 7000 rpm durante 15 minutos a 15°C. Se recupero
el sobrenadante v se filtro a través de un filtro Millipore de
0.22 um de poros para eliminar las bacterias restantes del

sobrenadante. Finalmente se liofilizo v se llevo al SNLP a una
concentracion del 24% en H>O destilada esteéril.

El SNLP fue incorporado mediante el método de inmersion.
Las muestras fueron pesadas antes de la incorporacion de esta
sustancia (peso inicial: PT) y luego del secado (peso final: PF).
La cantidad de sobrenadante que se incorpor¢ a cada scaffold
fue estimado por la diferencia entre el PF y PI. Para este
método, se sumergieron los scaffolds en placas de 24 pocillos
con 0,25 ml de SNLP. Luego, las muestras fueron secadas a
37°C en estufa por 24 horas.

Los grupos experimentales fueron los scaffolds de 1 capa
(PCL+SNLP 1 capa). y 3 capas (PCL+SNLP 3 capas). El
grupo control fue el PCL solo.

C. Andlisis de morfologia

Para analizar la morfologia de los scaffolds, se utilizo el
equipo SEM Zeiss Supra 55VP perteneciente al CIME
(Centro Integral de Microscopia Electronica) dependiente del
CONICET., Tucuman. Las imagenes obtenidas fueron
analizadas mediante el software Image J para medir: a) El
didmetro promedio de las nanofibras de las muestras sin
sobrenadante. b) El didmetro promedio de las nanofibras de
las muestras. previo a la incorporacion y posterior a la
liberacion del SNLP. ¢) El tamaiio promedio de los poros
presentes entre las nanofibras.

D. Ensavo de Liberacion de SNLP

Para conocer el perfil de liberacion del SNLP, las muestras
de PCL + SNPL, se colocaron en placas de 24 pocillos con
2.5 ml de solucion fisiologica, se llevaron a estufa a 37°C y
fueron retiradas en distintos intervalos de tiempo (Tabla 1).

TABLAI
ENSAYO DE LIBERACION DE SNLP,
INTERVALOS DE TIEMPO ANALIZADOS.

Intervalos de tiempo Cantidad de minutos

T0 0 min

T1 5 min

T2 10 min
T3 15 min
T4 30 min
T5 60 min
T6 120 min

E. Ensavo de actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana, se determind mediante el
método de difusion en agar usando Staphviococcus aureus, v
oxiciclina como control. A las 24 hs. se midié la formacion
de halos de inhibicion segin la norma ISO 22196 relativa a la
medicion de la actividad antibacteriana en superficies de
plasticos.

F. Andlisis estadistico

Se utilizd un ANOVA comparativo para analizar el SNLP
incorporado en los scaffolds de PCL.
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III. RESULTADOS

A. Incorporacion de SNLP a los scaffolds de PCL al 10%

Los scaffolds de PCL al 10% que fueron desecadas en

estufa, resultaron dificiles para calcular su peso final, por lo
que no pudimos evaluar la cantidad de SNLP incorporadas en
ellas. Sin embargo. logré evaporar el componente liquido del
SNLP dejando las muestras completamente cubiertas de esta
sustancia bioactiva, sin necesidad de utilizar el desecador
(Fig. 2).

Fig. 2. Scaffolds de PCL al 10%; A, Muestras de tres capas de scaffolds
de PCL al 10% con SNLP: B, Muestras de capa simple de scaffolds de PCL
al 10% con SNLP.

B. Andlisis de morfologia

Se observa que los diametros medidos poseen valores muy
cercanos, con un rango de variabilidad entre: 150,49 + 26,35
nm y 191.45 £ 3847 nm. Y un diametro promedio de
nanofibra de 169,06 = 32,28 nm (Fig.3 y Fig.4 A).
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Figura 3. Diametros promedios de nanofibras del scaffold de PCL al
10% de muestras analizadas con SEM.

Se puede observar que los tamaiios de poros de las distintas
muestras analizadas son semejantes, con un rango de
variabilidad de 1016,09+364,72 nm y 1403,52+298,31 nm. Y
un tamaiio promedio de poro de: 1266,74 = 292.55 nm (Fig.
4,B: Fig. 3).

2L e
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Fig. 4. Imagen SEM 50x de scaffolds de PCL al 10%. A. se observan
destacados los diametros medidos de algunas nanofibras; B, Imagen SEM de
nanomembrana de PCL al 10%. Se observan remarcados algunos poros
presentes entre las nanofibras.
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Fig. 5. Tamafio promedio de poros presentes en las muestras.

C. Ensavo de actividad antimicrobiana

En las muestras de PCL + SNLP 3 capas, se observa un halo
de inhibicion de 24 mm de didmetro sobre el cultivo
bacteriano de S. aureus, mientras que el scaffold de PCL +
SNLP 1 capa, muestra un halo de inhibicion de 19 mm de
didmetro. El grupo control (oxiciclina) presenta un halo de
inhibicion de 19 mm de didametro. Esto confirma que el
segundo método utilizado para la incorporacion de SNLP
brinda una buena actividad antimicrobiana (Fig.6).

Fig. 6. Analisis de actividad antimicrobiana en muestras fabricadas. Control
positivo (A); oxiciclina, antibiotico utilizado como control (B): scaffold de
PCL + SNLP 3 capas (C). scaffold PCL + SNLP 1 capa. Se observa que
ambas muestras, B v C, poseen una buena actividad antimicrobiana.

D. Ensavo de Liberacicn

Las muestras de capa simple (PCL + SNPLI1) al ser
sumergidas en solucion fisiologica a 37°C., se liberaron
instantaneamente el contenido de SNLP, al igual que las
muestras de triple capa (PCL + SNPL1) (Fig.7).
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| una muestra  de
nanomembrana  de
PCL 10% con 2,5ml
de solucidn
fisiologica.

Fig. 7. Ensayo de liberacion de SNLP. (A). Scaffolds PCL + SNLP 1 capa,
en el minuto cero de colocadas en solucion fisiologica (B). Scaffolds PCL +
SNPL 3 capas, luego de cinco minutos en solucion fisiologica (C). Scaffolds
PCL + SNLP 1 capa. luego de cinco minutos en solucion fisiologica (D).
Scaffolds PCL + SNLP 3 capas, luego de cinco minutos.

IV. DISCUSION

El proceso de electrospinning se basa en el fenomeno de la
eyeccion uniaxial de un chorro cargado. que se ve
significativamente afectado por el cambio de la concentracion
de la solucion polimérica. El aumento de la concentracion de
la solucion polimérica dara lugar a un aumento en la
viscosidad v las cadenas de polimero superaran la tension
superficial resultando nanofibras uniformes [13]. Para que el
parche sea maleable, sintetizamos las nanofibras con PCL al
10%.

Para utilizarse como un material antimicrobiano vy de
trasporte de sustancias que favorezcan la reparacion tisular,
los scaffolds de nanofibras deben tener alta porosidad con
excelente interconexion de poros. Esto permite el paso e
intercambio conveniente de nufrientes y gases, exudar el
fluido de la herida y prevenir infecciones exogenas debido al
efecto de tamiz de la membrana [14]. En este trabajo. los
entrelazados de las nanofibras de los scaffolds obtenidos,
formaron poros de tamafios que oscilan entre 1266.74 =
292.55 nm. Esto permitiria el encapsulado adecuado de la
sustancia a incorporar. Por otro lado, se disefian scaffolds
inteligentes con farmacos que liberan inicialmente una alta
concentracion de antibioticos en un corto plazo (horas a un
dia) para impedir la adhesion inicial de bacterias. Esta
liberacion explosiva de droga se denomina liberacion en
forma de rafaga. Posteriormente, sucede una liberacion lenta
a largo plazo (semanas a meses) que evita la proliferacion y
multiplicacion de las bacterias patogenas. hasta que se
completa la cicatrizacion [15, 16]. En el ensayo de liberacion
realizado sobre los scaffolds fabricados, el SNLP presento
una liberacion tipo rafaga en los primeros minutos. Bolgen.
et al. [17], estudiaron la cinética de liberacion del farmaco
Biteral® presente en membranas de PCL y se encontrd que
aproximadamente el 80% del medicamento fue liberado en 3h
v el liberacion se completo en casi 18h. Ruckh, et al. [18],
fabricaron matrices de nanofibras de PCL cargadas con
rifampicina (RIF) e investigaron su cinética de liberacion.
Hubo inicialmente un lanzamiento explosivo de RIF vy la
liberacion se completd después de 8 h. Thakur, et al. [19].
fabricaron una matriz de acido poli-l-lactico (PLLA) para

liberacion dual de farmacos que contenia lidocaina y
mupirocina. La lidocaina mostré una liberacion inicial masiva
(80% de liberacion en una hora) seguido de una meseta
después de las primeras horas, mientras que la Mupirocina
exhibio solo un 5% de liberacién en la primera hora antes de
experimentar una liberacion mas sostenida para proporcionar
accion antibacteriana por mas de 72 h. El tipo de liberacion
en cada aplicacion depende del material de fabricacion y del
farmaco incorporado. En este trabajo. obtuvimos un scaffold
que al permitir una liberacion inicial importante, puede ser
utilizado en las primeras curaciones de heridas infectadas. Sin
embargo, es necesario que para los tratamientos de dichas
heridas. se deben fabricar scaffolds con un método diferente
de incorporacion de SNLP para obtener perfiles de liberacion
mas prolongados. Por otra parte, durante el desecado el SNLP
se evapora completamente, quedando presente los
componentes no volatiles que cumplen la funcion antibidtica

V. CONCLUSIONES

El método de fabricacion de los scaffolds de PCL al 10%
con electrospinning logro nanofibras uniformes. La porosidad
y su distribucion aleatoria resultaron adecuadas para el
encapsulado del SNLP. Sin embargo, es necesario lograr
optimizar la liberacion de esta sustancia de forma controlada
que permita obtener un parche dermatologico que permita un
recambio menos recurrente. Es necesario, analizar otros
métodos de incorporacion de sustancias a las nanofibras como
la técnica de electrospinning coaxial. incorporando el SNLP
dentro de las nanofibras para obtener una liberacion mas lenta
y controlada. También asi. realizar una caracterizacion fisico-
quimica vy analisis de biocompatibilidad in vitro siguiendo la
Norma ISO 10993 de Evaluacion biolégica para dispositivos
biomédicos y validar su efectividad mediante pruebas
preclinicas y clinicas experimentales.
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