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RESUMEN

La preparacion de sistemas para la liberacion de farmacos, consiste en llevar a
cabo un minucioso estudio acerca de los parametros que la afectan, cuando se
tiene un sistema con un agente encapsulado, es conveniente llevar a cabo
pruebas para determinar el mecanismo que rige la descarga del farmaco sobre
el medio de liberacion para poder extrapolarlo a la aplicacion final.

En el presente trabajo, se prepararon membranas por técnicas
electrohidrodinamicas, con dos diferentes estructuras, se prepararon membranas
por electrohilado, las cuales fueron cubiertas por microesferas provenientes de
un proceso de electroaspersion, ambos sistemas como matrices de
encapsulamiento de epicatequina. Se realizaron diferentes caracterizaciones,
microscopia electronica de barrido, para conocer la morfologia de las membranas,
un analisis termogravimétrico y un estudio de espectroscopia de infrarrojo, con el

que se evidencio la presencia de los componentes.

Para evaluar la liberacién del farmaco cargado en las membranas, se
llevaron a cabo ensayos de liberacion en agua grado miliQ, los cuales se
compararon con modelos empiricos reportados para liberacion de farmacos en
sistemas poliméricos; para un estudio comparativo se evaluaron las estructuras
por separado y la membrana con ambas estructuras, para el sistema de fibras se
encontro una liberacion del 98.8%, con un mecanismo de liberacion mayormente
difusivo, pero sin despreciar los fendbmenos de arrastre, para las esferas se
encontré una liberacién del 72.8% del farmaco cargado inicialmente, con un
mecanismo de descarga meramente difusivo, y para las membranas con fibras y
esferas se encontrd una liberacion del 85.4%, con un mecanismo de liberacion

mayormente difusivo a tiempos cortos y arrastre a tiempos mayores.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

El desarrollo de materiales es un desafio que necesita de profesionistas
dedicados a la elaboracidn, caracterizacion, y pruebas de estos; los sistemas de
liberacién de farmacos deben contar con ciertas caracteristicas para que puedan
ser aplicados en la medicina como son biocompatibilidad, nula toxicidad, una

carga correcta del farmaco a encapsular, antigenicidad, entre otros.

La investigacion en el area de biomateriales es un tema actual, debido a
la necesidad del desarrollo de materiales que sean biolégicamente compatibles,

no presenten efectos secundarios y que sean amigables con el medio ambiente.

La sintesis de materiales compatibles con el cuerpo humano, representa
un desafio para las personas que trabajan con su preparacion, porque una
correcta formulacion, implica que dicho material sea elaborado con los
parametros 6ptimos, tanto para la sintesis como su aplicacion, y esto puede llegar

a presentar un problema cuando no se usan las condiciones adecuadas.

Las técnicas de sintesis de materiales con las que se trabaja en este
estudio, corresponden al electrohilado y electroaspersion para la fabricacion de
fibras y esferas, respectivamente; como se tratara mas adelante, la morfologia y
caracteristicas de los materiales elaborados por estas técnicas, dependen tanto
de parametros ajustables como de condiciones medio ambientales, esto implica
que el desarrollo de un nuevo material, por estas técnicas requiera de un estricto
disefio experimental, en el que las variables a considerar sean evaluadas de
forma correcta, y se obtengan asi los parametros 6ptimos para la fabricacion del

material deseado.



Los avances en la fabricacion de materiales para liberacién de farmacos, se
basan en la encapsulacion del agente a liberar, y la liberacion esta regulada por
las interacciones entre el agente encapsulado y la matriz de encapsulamiento,

ademas de la forma en que estos son preparados (Zamani y col, 2013).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Preparar por electrohilado/electroaspersion coaxial y caracterizar membranas
de AC/PVP-Epicatequina/AC, y obtener los modelos correspondientes a la
liberacién del farmaco encapsulado.

1.1.2 Objetivos particulares

e Preparar membranas de AC/PVP-Epicatequina/AC por electrohilado,
electroaspersion y electrohilado/electroaspersion con las condiciones
optimas.

e Caracterizar morfologicamente mediante MEB las membranas
preparadas por electrohilado/electroaspersién y compararlas con
estudios previos.

e Estudiar la cinética de liberacidon del farmaco en agua miliQ y explicar el
mecanismo de liberacion.

e Estudiar el efecto de la morfologia del sistema, mediante la comparacion
con estudios previos.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Liberacion de farmacos

Un sistema de liberacién de farmacos, consiste en una formulacion o dispositivo
que permite la introduccion de un agente terapéutico en el organismo, y que a su
vez aumenta su eficacia y seguridad al controlar la velocidad, el tiempo y el sitio

de liberacion del farmaco en el cuerpo. (Jain, 2008).

El proceso de liberaciébn completo incluye la administracion del producto
terapéutico, la liberaciébn de los ingredientes activos por el producto, y el
consecuente transporte de dichos ingredientes activos a través de las
membranas bioldgicas, hasta el sitio de accion lo que hace que el sistema de

liberacién sea una interface entre el paciente y el farmaco. (Jain, 2008).

Los sistemas de liberacion controlada, ofrecen cuantiosas mejorias frente
a las formas de dosificacion convencionales. Las formas convencionales por lo
general no son capaces de regular la cantidad liberada de farmaco, y presentan
una liberacién inmediata o de bulto, por lo que se requiere una administracion
frecuente, para mantener la concentracibn en un nivel terapéutico lo que
ocasiona que los niveles del farmaco en sangre y tejidos fluctué bastante, lo cual
puede provocar, por un lado que concentraciones elevadas produzcan efectos
toxicos o por el otro, que concentraciones bajas inhiban los efectos terapéuticos
con el paso del tiempo, mientras que en un sistema controlado se pueden reducir
las fluctuaciones, y mantener la dosis del ingrediente activo dentro de los niveles
terapéuticos deseados. (Katime y col, 2004).



Dosis toxica

Dosis terapéutica

(b)

Dosis no efectiva

(a)

Concentracion de farmaco en plasma

Tiempo

Figura 1. Perfiles de concentracion hipotéticos del farmaco en plasma
tras la liberacién desde: (a) Una formulacion farmacéutica convencional;
(b) Una forma farmacéutica para liberacién controlada. Tomado de la
fuente [14]

En la Figura 1 se muestra la comparacion en la liberacion de un ingrediente
activo, desde formas farmacéuticas convenciones y sistemas de liberacion

controlada.

La liberacion de farmacos con el uso de nano y microestructuras
poliméricas, se basa en el principio de contar con un area superficial alta del
portador del farmaco, lo cual mejorara la velocidad de disoluciéon en el medio.
(Zamani y col, 2013).

Las técnicas de fabricacion electrohidrodindmicas, se refieren a los
procedimientos que utilizan fuerzas electrostaticas, como la fuerza motriz para
fabricar fibras o particulas, con tamafos variados del rango nanométrico hasta
pocos micrones, por un chorro de fluido cargado eléctricamente. El tamafio,

morfologia y composicion pueden ser modulados mediante parametros del



proceso y la eleccién del material, con lo cual se puede adaptar el perfil de

libracion que se desee. (Zamani y col, 2013).

2.1.1 Modelos para la liberacién de farmacos en sistemas poliméricos

Es importante considerar que el mecanismo y la cinética de liberacion del
farmaco desde las micro y nano estructuras, depende de la naturaleza del

farmaco, del agente encapsulante y del medio de liberacion.

Existen una serie de modelos matematicos, con los cuales se pueden
explicar las cinéticas y de esta forma predecir los mecanismos de liberacion
desde micro y nano estructuras. Los modelos que se describiran son: Korsmeyer

& Peppas, Higuchi, Modelo de Orden Cero y el Modelo de Peppas-Sahlin
Modelo de Korsmeyer & Peppas

Korsmeyer y colaboradores, en 1983, desarrollaron un modelo simple,
semiempirico, que relaciona exponencialmente la liberacion del farmaco con el
tiempo transcurrido. Este modelo, se ajusta principalmente al 60-70% de la
cantidad de farmaco liberada, y se emplea para determinar si la cinética de
liberacion sigue un mecanismo de difusion que obedece a la primera Ley de
Fick, o si por el contrario se trata de un mecanismo diferente. La forma general
de este modelo es la siguiente:

%: K,t" (Ec. 1)
M, P

Donde t es el tiempo de liberacion M; es la cantidad de farmaco liberada
en el tiempo t, M« la cantidad del farmaco liberada en el equilibrio K, es una
constante cinética que depende de las caracteristicas estructurales vy
geométricas de la matriz polimérica, y n es el exponente difusional, el cual es un

indicador del mecanismo de liberacion. (Andreeta,2003).



Segun Peppas, el valor de n se relaciona con los diferentes mecanismos

de liberacién, de la siguiente manera:

- Valores cercanos a 0.5, indican que la liberacibn sigue un
comportamiento fickiano, siendo la difusion el principal mecanismo
implicado. En este caso se puede aplicar el modelo de Higuchi.

- Valores cercanos a 1, indican que la liberacién esta controlada por
procesos de relajacion/erosion del polimero, al cual Peppas le llamo
“Transporte Caso II”. Estos perfiles se ajustan a un modelo cinético de
orden cero, lo cual supone una liberacién constante en funcion del
tiempo.

- Valores comprendidos entre 0.5 y 1, indican un mecanismo mas
complejo, en donde influyen ambos procesos, difusion y
relajacion/erosion de la matriz polimérica. A los sistemas que siguen

este comportamiento se dice que caen en un transporte tipo “anémalo”.

En la tabla | se resume la interpretacion del valor de n en cuanto a las

caracteristicas de la liberacién y la morfologia de la matriz.

Tabla I. Interpretacion del mecanismo de liberacién segun el exponente
difusional n para diferentes geometrias. (Andreeta, 2003)

Exponencial n

Film (pastillas)  Cilindro Esfera Mecanismo de Liberacién
0.5 0.45 0.43 Difusion Fickiana
0.5<n>1.0 0.45<n>0.89 0.43<n>0.85 Difusiéon Anémala
1.0 0.89 0.85 Transporte Caso Il




Modelo de Higuchi

Este modelo fue propuesto en 1961, y corresponde a una ecuacion
matematica famosa utilizada para describir la velocidad de liberacion controlada
de un farmaco en un sistema matricial. La ecuacion general basica del modelo
propuesto es:

Me _ ket (Ec. 2)
_— = 2 C.
M,

Donde t es el tiempo de liberacion, M; es la cantidad de farmaco liberada

en el tiempo t, M« la cantidad del farmaco liberada en el equilibrio k es conocida

como la constante de liberacion de Higuchi. (Andreeta, 2003).

Las condiciones que se deben tener en cuenta para que se cumpla

este modelo son las siguientes:

a) Laconcentracion inicial del farmaco en el sistema es mucho mayor que
la solubilidad del farmaco en el medio de liberacion (Estado Pseudo-
estacionario).

b) El andlisis matematico se basa en una difusién unidireccional (los
efectos del contorno son despreciados).

c) Eltamafio de particula, en donde se encuentra el farmaco es tal que el
diametro de la misma no es significativo frente al espesor del medio de
liberacion.

d) Se desprecia el hinchamiento y disolucién del polimero.

e) La difusividad del farmaco en el medio de liberacion es constante.

f) En todo el proceso de liberacion se cumple la condicion (a).

La proporcionalidad entre la fraccion de masay la raiz cuadrada del tiempo,
también puede ser derivada de la segunda ley de Fick, bajo ciertas condiciones

como considerar un modelo unidimensional, que la concentracién del farmaco en



el medio sea menor que en la matriz, y que el coeficiente de difusiébn se mantenga
constante. (Andreeta, 2003).

Este modelo podria ser aplicado con muy buena exactitud, en matrices
unidimensionales como lo son peliculas de polimeros poco solubles en el medio
de liberacion; para otros sistemas si se requiere tener una idea més exacta de
los procesos de liberacidn, se debe tomar en cuenta otros factores fisicoquimicos.
(Tahara, 1996).

Modelo de Orden Cero

Una cinética de orden cero, es el modelo ideal que debe seguir la
liberacion de un farmaco, si el objetivo es conseguir una actividad constante y
prolongada, debido a que se libera durante todo el proceso la misma cantidad de
farmaco por unidad de tiempo. (Costa y Souza, 2011).

Este modelo suele adecuarse, cuando el mecanismo predominante es la
relajacion/erosion del polimero, que corresponde un valor de n cercano a 1 en el

modelo de Korsmeter & Peppas (Ecuacién 1). Se expresa de la siguiente forma:
M, = M, + kt (Ec. 3)

Donde M: es la cantidad de farmaco liberada en el tiempo t, Mo es la
cantidad inicial de farmaco en el medio y k es la constante cinética de orden cero.
Para una comparacién con los otros modelos. La ecuacién 3 puede ser integrada
y expresada en funcion de la fraccion de farmaco liberado, de la siguiente forma:

M,

M_oo: kt (EC 4)



Modelo de Peppas-Sahlin

Este modelo nace a partir de considerar los dos fendmenos responsables
de la liberacion que son la difusién y la relajacion, se le conoce ademas como

modelo aditivo ya que toma ambos términos y los une en una sola ecuacion.

La ecuacién general con la que se expresa este modelo es:

M, m 2m
M_: klt + kzt (EC. 5)

Donde t es el tiempo de liberacion, M; es la cantidad de farmaco liberada
en el tiempo t, M= la cantidad del farmaco liberada en el equilibrio ki, ko y m son
constantes. El primer término corresponde a la contribucion del mecanismo de

difusion fickiana y el segundo al mecanismo de Transporte Caso Il.

En la tabla 1l se encuentra un resumen de los principales modelos usados

para describir la liberacion de farmacos en sistemas poliméricos.

Tabla Il. Modelos mateméaticos comunes para estudiar la liberacion de farmacos
en matrices polimeéricas.

Nombre del Modelo Ecuacion
Korsmeyer & Peppas M, n
— = Kyt
M, p
Higuchi 1\%: kt%
Orden Cero M,
— =kt
M,
Peppas-Sahlin o Rt 4 ke




2.2 Técnicas para preparar membranas poliméricas

2.2.1 Electrohilado

El proceso para elaborar membranas fibrosas, conocido como
electrohilado utiliza una fuente de alto voltaje, para generar una diferencia de
potencial entre el inyector de una solucion polimérica (o bien, una mezcla de
ellas), y un receptor en donde se colectan tales fibras que a su vez formaran una

membrana al captar una cantidad suficiente. (Still y col.,2008).

En la Figura 2, se muestra un esquema general de un sistema para

electrohilado, en donde se destacan sus principales componentes.

Fibras electrohiladas
Conode Taylor

Placa colectora

Solucion polimérica

Fuente de alto voltaj

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de electrohilado

El fundamento de esta técnica, para la obtencién de fibras micro y

nanométricas, reside en que al aplicar un alto voltaje, la atraccion electrostatica
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entre las cargas opuestas de una solucién polimérica y una placa colectora,
provocan que las repulsiones entre las cargas de la solucion se vuelvan tan
intensas, que el borde de la solucidbn cambie de la forma redonda del menisco a
una forma conica (conocida como el cono de Taylor). Un chorro de fibra, es
expulsado del cono de Taylor, cuando la fuerza del campo eléctrico excede a la
tensién superficial del liquido, el cual viaja a través de la atmdsfera hasta que el
solvente se evapora, permitiendo la deposicion de las fibras poliméricas soélidas
en la placa colectora. (Still y col.,2008).

Este proceso de elaboracién de fibras no tejidas ofrece una opcion versatil
por su facilidad para modificar su diametro al variar parametros como son el
voltaje aplicado, la distancia hacia el colector, la concentracién de la solucién

polimérica y la velocidad de flujo. (Jingxin, 2008).

2.2.1.1 Variables en el proceso de electrohilado

El proceso de electrohilado, ha mostrado ser un método simple y versatil
para la formacion de membranas fibrosas, pero es su versatilidad, lo que hace
que exista un numero de parametros del proceso, que pueden influenciar

fuertemente en las propiedades de las fibras generadas. (Jingxin y col., 2008).

Por lo general, la morfologia de las membranas fibrosas esta fuertemente
influenciada por varios parametros, entre los que se encuentran las propiedades
del polimero, la concentracion de la solucion, la tension superficial del solvente,
la velocidad de flujo de la solucion, el voltaje aplicado, la distancia entre el
colector y la aguja e inclusive condiciones ambientales como la temperatura y la
humedad. (Castillo y col., 2010).
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2.2.1.2 Tipos de arreglos

Los procesos de electrohilado, se pueden clasificar de acuerdo a la
configuracion de la boquilla (sola, sola en emulsion, lado a lado y coaxial). La
configuracion mas simple y comun, es la técnica de una aguja simple donde
existen basicamente tres componentes para completar el sistema: una fuente de
alto voltaje, una pipeta o aguja de diametro pequefio y una placa de metal (placa
colectora). (Liy col., 2010).

En la figura 3, se muestra una de las modificaciones a la técnica sencilla
de electrohilado, que es la configuracién para electrohilado coaxial. Este método
de fabricacion de fibras con un nucleo coaxial y un componente de vaina, es
bastante versatil, puesto que cada componente puede tener diferentes
solubilidades en solventes organicos y acuosos, es por esto que ha sido utilizado
para la encapsulacion de componentes activos. En ciertos casos se necesita que
el componente del nucleo sea de caracter hidrofilico, para facilitar la carga y la
preservacion de la bioactividad de moléculas bioldgicas, y que el material del
componente de vaina sea de caracter hidrofébico, lo cual permitira la formacién
de la fibra después de la evaporacion del solvente orgénico volatil. (Kenawy y
col., 2009).

Con la reduccion del diametro de tamafios en el orden de micrometros al
orden de sub micrémetros o incluso nanémetros, aparecen varias caracteristicas
impresionantes, como lo es un area superficial especifica alta, flexibilidad y un
mejor funcionamiento mecanico comparado con otras formas conocidas del
material. Son estas propiedades las que hacen que las fibras poliméricas
preparadas por este método sean candidatos para diferentes aplicaciones en el

area biomédica. (Huang y col., 2003).

Un farmaco o algun otro componente activo, puede ser atrapado dentro de

una estructura polimérica, para formar un dispositivo de liberacién conocido como
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tipo depodsito. Entonces, el polimero que forma la coraza, puede proveer
proteccion temporal para las moléculas encapsuladas, y de esta forma ofrecer la

liberacion controlada del agente encapsulado. (Ai-Fu y col., 2008).

A
Solucionnicleo S cacalaciora P Fibras obtenidas por
Vo electrohilado coaxial
Con1de Taylor 1 —

Solucion vaina

Fuente de alto voltaje

Figura 3. Representacion esquematica del proceso de electrohilado
coaxial

2.2.2 Gel Casting

Es una técnica de formacion de ceramica humeda, la cual implica la
polimerizacion de un mondmero en un disolvente para formar un cuerpo ceramico.
Generalmente es usada para generar andamios de ceramica, con una gran
fuerza mecanica, pero a su vez resulta en una estructura de poros pobremente
interconectados, y una distribucién de tamafio de poro no uniforme. Esta técnica
fue establecida primeramente, para la preparacion de componentes densos, y
después modificada para producir ceramicas porosas, mediante la combinacion
de otros métodos, como son el lixiviado de particulas, la formacion de espuma o

métodos de esponjas. (Zhaoy col., 2011).
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2.2.3 Moldeo con disolvente

Este método involucra la fundicion de una solucion polimérica, con
particulas solubles en agua dentro de un molde. Después de la evaporacion del
solvente, las particulas son lixiviadas usando agua para formar poros. El proceso
es facil de llevar a cabo, pero solo funciona para membranas delgadas o
especimenes tridimensionales muy delgados. En la preparacion de matrices mas
gruesas es muy dificil remover todas las particulas solubles de la matriz del

polimero. (Liuy col., 2007).

2.2.4 Separacion de fases

La técnica de separacion de fases, utiliza el hecho de que un sistema de
varios componentes homogéneos, tales como una emulsion agua-polimero,
puede llegar a ser termodinamicamente inestable, y separarse con el fin de
reducir la energia libre. En la elaboracion de membranas, una fase de separacion
puede ser usada para dar lugar a una fase rica en polimero y otra pobre en este.
Una vez que el solvente es removido, el espacio que era tomado originalmente
por el solvente, pasa a convertirse en poros y es como se forman membranas

porosas. (Liu y col., 2007).

2.3 Técnicas para preparar particulas poliméricas
2.3.1 Electroaspersion
La electroaspersion, es una version modificada del proceso de

electrohilado, y es una técnica prometedora para la preparacion de micro y nano

particulas, para ser aplicadas en la liberacion de farmacos. Las micro y nano
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particulas pueden ser administradas en sistemas de liberacion oral, inyectable,

inhalable, tépica y localmente. (Zamani y col, 2013).

El principio de la electroaspersion, es similar al electrohilado, pero es
cuando se alteran varias propiedades de la solucion, como es la concentracion o
del proceso, como el flujo de polimero o el voltaje, que el chorro cargado y
continuo de la solucion, pasa a convertirse a gotas resultando en particulas de
diferente tamafio y forma. En la Figura 4, se muestra una representacion
esquematica del proceso de electroaspersion. ElI fundamento fisico de este
fendmeno, se basa en la capacidad de un campo eléctrico para deformar la
interfase de una gota de liquido, que fue estudiado por Lord Rayleigh en 1882 y
desarrollada posteriormente por Zeleny en 1917 y Sir Taylor en 1964. La teoria
de gotas cargadas establece: si un campo eléctrico se aplica a cualquier gota, la
carga eléctrica genera una fuerza electrostatica dentro de la misma, conocida
como la fuerza de Coulomb, que compite con la fuerza de cohesion intrinseca a
la gota. Cuando la fuerza de Coulomb aplicada, es capaz de superar la fuerza de
cohesion de la gota que se manifiesta en la tension superficial del liquido, la gota
se sometera a la desintegracion en gotas mas pequefias en micro a hano-escala.
Este fendmeno comienza en el cono de Taylor, refiriéendose a la retraccion
progresiva de la gota en un cono, desde el que se expulsan las gotas cargadas
mas pequefias tan pronto como la tensiéon superficial del liquido es superada por
la fuerza de Coulomb. (Zamaniy col. ,2013: Lépez, 2015).

En contraste con las otras técnicas para preparar particulas poliméricas,
la electroaspersion, presenta varias ventajas como son, un aumento en la
eficiencia de incorporacidon del farmaco, facilidad de escalamiento,
homogeneidad en el tamafio de particulas y la posibilidad de incorporar farmacos

hidrofilicos cuando se escogen los polimeros adecuados. (Zamani y col., 2013).
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Esferas obtenidas por
electroaspersion

Placa colectora

Solucion polimérica

Fuente de alto voltaje

Figura 4. Representacion esquematica del proceso de electroaspersion

2.3.1.1 Variables en el proceso de electroaspersion

Al igual que con las fibras obtenidas por electrohilado, para escoger los
parametros adecuados para la preparacion de particulas cargadas con farmaco,
es necesario tomar en consideracion ciertas variables y parametros como son, la
concentracion de la solucion polimérica, el tipo de farmaco a incorporar, el voltaje
aplicado, el tipo de solventes a utilizar, entre otras. Debido a la correlacién que
existe entre estas técnicas, la utilizacion de condiciones inadecuadas resultara
en estructuras no deseadas, como son particulas colapsadas o fibras con

cuentas. (Zamaniy col., 2013).
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2.3.1.2 Tipos de arreglos

Uno de los problemas que es importante considerar al trabajar con
particulas de tamafio pequefio para la liberacién de farmacos, es que debido a
su gran superficie de contacto con el medio de liberacion experimentan una
liberacibn denominada como de bulto, en donde las particulas ceden la mayor
parte del farmaco cargado en tiempos muy cortos, lo cual resulta en una

desventaja para la liberacién controlada. (Saez y col., 2004).

Una variante de la técnica de electroaspersion, resulta cuando esta se
realiza en un arreglo coaxial, en la Figura 5, se presenta un esquema
representativo de esta técnica. En la electroaspersion, con arreglo coaxial dos o
MAas agujas concéntricas se encuentran conectadas a un mismo potencial
eléctrico, cuando se trabaja con la combinacion correcta de voltajes y flujo de
soluciones poliméricas, un hilo de liquido se emite desde cada uno de los dos
meniscos, dando lugar a un chorro de compuesto de dos o mas liquidos, dando
lugar a particulas compuestas por diferentes componentes. (Lopez, 2015).

Al igual que en el electrohilado coaxial, en este se puede lograr una
encapsulaciéon del agente activo, por la formacién de una coraza en las particulas
la cual provee proteccion al componente que se encuentra en el ndcleo, haciendo
posible que el efecto de bulto sea minimizado, si se escogen los componentes
adecuados. (Zamaniy col., 2013).
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lucién nucl . X
Soldgianiycico Esferas obtenidas por
electroaspersion coaxial

Placa colectora

Solucidn coraza

Fuente de alto voltaje

Figura 5. Representacion esquematica del proceso de electroaspersion
coaxial

2.3.2 Emulsificacion-Evaporacion

Es uno de los métodos mas usualmente utilizado para la preparacion de
particulas. Esta técnica ha tenido buenos resultados en la encapsulacion de
farmacos hidrofobicos, pero a su vez no ha dado buenos avances en la
incorporacion de agentes bioactivos de caracter hidrofilico. La emulsificacion-
evaporacion, consiste en la disolucion del polimero y el compuesto en un solvente
organico: la emulsion se prepara mediante la adicion de agua y un surfactante a
la solucién de polimero. En muchos casos, la formacion de “nano-gotas” por parte
del polimero, es inducida por sonicaciébn u homogenizacion. El disolvente
organico es evaporado y las nanoparticulas son generalmente recolectadas por

liofilizacion, seguida de una centrifugacion. (Hans y col., 2002).
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2.3.3 Método de emulsion mualtiple

Esta técnica ha hecho posible la encapsulacion de compuestos hidrofilos.
Primeramente, un farmaco hidréfilo y un surfactante se disuelven en agua, la
emulsion primaria es preparada por la dispersion de la fase acuosa en un
disolvente organico, que contiene un polimero disuelto. Se trata pues, de una re-
emulsificacion con una nueva fase acuosa que también contiene surfactante.
Posteriormente se realiza el procedimiento de eliminacién del disolvente y la
recoleccion de las particulas es similar a la técnica de emulsificacion-evaporacion.
(Hans y col., 2002).

2.3.4 Nanoprecipitacion

En esta técnica, los farmacos y el polimero se disuelven en acetona y se
afladen a una solucién acuosa que contiene tensoactivos. Luego la acetona es
evaporada a presion reducida y las nanoparticulas permanecen en la suspension
acuosa resultando en particulas de tamafio hasta inclusive nanométrico. (Hans
y col., 2002).

2.4 Acetato de Celulosa

El uso de polimeros y sus derivados, ha sido cuestionado debido los altos
indices de contaminacion que se han ocasionado, es por ello que se ha trabajado
en las dltimas décadas con polimeros naturales para crear materiales que sean
funcionales y que, a su vez tengan un bajo indice de impacto ambiental. (Han y
col., 2008).
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El acetato de celulosa (AC), es un derivado de la celulosa que ha sido
empleado en diversas aplicaciones, como son la base de pelicula en fotografia,
componente en adhesivos, membranas de separacion en osmosis inversa, filtros,
entre otros. En el desarrollo de materiales con uso en la biomedicina, el AC se
convierte en uno de los candidatos ideales, ya que posee dos cualidades
esenciales que son la biocompatibilidad y la biodegradabilidad. En la Figura 6 se
muestra la estructura quimica del AC, este se produce por la esterificacion
controlada de la celulosa pura con anhidrido acético. En este proceso grupos
acetilo son sustituidos por todas o una parte de las unidades hidroxilo en la

cadena de la celulosa. (Sennaa y col., 2014: Wheatley, 2007).

CH3
':H3

'D

EHE_
u ﬂ In

Figura 6. Estructura quimica del acetato de celulosa
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2.5 Poli (vinilpirrolidona)

La poli (vinilpirrolidona) (PVP), es un polimero sintético, higroscopico, muy
soluble en agua, su unidad estructural repetitiva es (CeHoNO)n. Actualmente la
PVP es ampliamente utilizado en el area de la biomedicina, esto debido a sus
propiedades tales como son, la biocompatibilidad, la nula toxicidad. En la Figura

7 se muestra la estructura quimica de la PVP. (Montafio, 2014).

En estudios recientes la PVP se ha propuesto para la produccién de
estructuras, como lo son fibras y particulas poliméricas cargadas con farmaco,
de manera que estas estructuras funcionen como sistemas, para la liberacion de

una amplia variedad de componentes bioactivos. (Lopez, 2015).

n

Figura 7. Estructura quimica de la poli(vinilpirrolidona)

2.6 Epicatequina

Recientemente se ha encontrado que el consumo de los flavonoides del

cacao, conduce a una mejora en la salud cardiaca. Los flavonoides también
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pueden actuar como antioxidantes e inhibir la adhesion en plaguetas, oxidacién
de lipoproteinas, inflamacion y la generacion de especies reactivas del oxigeno.
(Yamazaki y col., 2014).

En la Figura 8, se encuentra la estructura quimica de la (-) Epicatequina,
esta es un tipo de flavonoide proveniente del cacao. Los efectos vasculares del

cacao pueden ser reproducidos por la epicatequina sola. (Montafio, 2014).

OH
OH

OH
HO O

OH

Figura 8. Estructura quimica de la (-) Epicatequina

2.7 Técnicas de caracterizacion

2.7.1 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Un microscopio electronico de barrido, produce directamente una imagen
de la estructura en tercera dimension de la superficie de una muestra. El MEB
usa electrones que son dispersados o emitidos por la superficie de la muestra, la
cual para ser examinada se fija, se seca y se recubre con una capa delgada de
un metal pesado, por ejemplo, oro, para facilitar el flujo de electrones. Una vez

preparada la muestra, esta es barrida por un haz de electrones focalizado. La
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cantidad de electrones dispersados o emitidos, cuando el haz primario
bombardea consecutivamente cada uno de los puntos de la superficie metalica,
es medida y usada para controlar la intensidad de un segundo haz que se mueve
sincrénicamente con el haz primario y asi, formar una imagen en el monitor del
equipo. En este punto, se construye una imagen sumamente amplificada de la

superficie de la muestra. (Alberts, 2008).

2.7.2 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

La espectroscopia de infrarrojo, es Util para obtener informacion cualitativa
sobre las moléculas, la absorcion de la radiacién en la region del IR, puede dar
informacion de la existencia o no de grupos funcionales, y de la estructura de las
moléculas. (Christian, 2009).

El uso de la espectroscopia en el infrarrojo, como parte de la
caracterizacion de un material, es para identificar compuestos organicos, en la
Tabla Ill se muestra un resumen de las frecuencias de grupo para los diferentes
grupos funcionales organicos: el proceso de identificacién consta de dos etapas.
En la primera, se determina que grupos funcionales son los que tienen mas
probabilidad de estar presentes, al examinar la region de frecuencias de grupo,
que abarca la radiacion comprendida entre 3600 cm?® y 1250 cm®
aproximadamente. La segunda etapa, consiste en comparar con detalle el
espectro del compuesto desconocido, con los espectros de compuestos puros
que contienen todos los grupos funcionales que se encontraron en la primera
etapa. En este caso, es particularmente util la region de la huella dactilar,

comprendida entre 1200 cm™ y 600 cm-?. (Skoog vy col., 2001).
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Tabla Ill. Resumen de las frecuencias de grupo para grupos organicos

funcionales
Enlace Tipo de compuesto Frecuencias, cm Intensidad
2850-2970 Fuerte
C-H Alcanos 1340-1470 Fuerte
3010-3095 Media
C-H Alquenos 675-995 Fuerte
C-H Alguinos 3300 Fuerte
) L. 3010-3100 Media
C-H Anillos aromaticos 690-900 Fuerte
Alcoholes monomeéricos, 3590-3650 Variable
Fenoles
Alcoholgs con puentes de 3200-3600 Variable
hidrégeno, fenoles
O-H
Acidos cart?QX|I|cos 3500-3650 Media
monoméricos
Acidos carbo>_<|I|cos con puente 2500-2700 Amplia
de hidrogeno
N-H Aminas, amidas 3300-3500 Media
Cc=C Alguenos 1610-1680 Variable
Cc=C Anillos arométicos 1500-1600 Variable
C=C Alguinos 2100-2260 Variable
C-N Aminas, amidas 1180-1360 Fuerte
C=N Nitrilos 2210-2280 Fuerte
C-0 Alcoholes, éteres, acidos 1050-1300 Fuerte
carboxilicos, ésteres
C=0 Aldehidos, cetonas, acidos 1690-1760 Fuerte
carboxilicos, ésteres
. 1500-1570 Fuerte
NO2 Compuestos nitro 1300-1370 Fuerte
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2.7.3 Reflectancia total atenuada (ATR)

El principio de esta medida, se basa en el fendmeno de la reflexion total
interna, y la transmisién de la luz a través de un cristal, con un elevado indice de
refraccion. La técnica de ATR consiste en colocar en estrecho contacto la
muestra con un cristal de alto indice de refraccion y buenas propiedades de
transmision, cuando se hace pasar radiacion IR por el cristal con un angulo de
incidencia mayor al critico, la radiacion experimenta reflexion total en la interfaz

muestra-cristal. (Aparicio, 2002).

2.7.4 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis)

La espectroscopia por absorcidon molecular en las regiones ultravioleta y
visible del espectro, se usa ampliamente en la determinacién cuantitativa de una
gran cantidad de especies inorganicas, organicas y biologicas. Esta parte del
espectro, abarca radiacion electromagnética de la region de longitudes de onda
de 190 a 1100 nm. Todos los compuestos organicos son capaces de absorber
radiacion electromagnética, porque contienen electrones de valencia que pueden
ser excitados, para llegar a niveles de energia superiores. La energia de
excitacion asociada con los electrones, que constituyen la mayoria de los enlaces
sencillos es lo suficientemente alta, para que su absorcion quede restringida a la
regién conocida como ultravioleta de vacio (A > 185 nm), donde los componentes
de la atmodsfera también absorben radiacion en forma intensa. Dichas
transiciones, requieren la excitacion de n electrones no enlazantes hacia orbitales
0*. Las absortividades molares de transiciones son de bajas a intermedias, y por
lo regular varian entre 100 y 3000 L mol ' cm™®. A causa de las dificultades
experimentales asociadas con la region ultravioleta de vacio, la mayoria de las
investigaciones espectrofotométricas de compuestos organicos involucran

longitudes de onda superiores a 185 nm. La mayoria de las aplicaciones de
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espectroscopia de absorcion, en compuestos organicos se basan en transiciones
de los electrones tipo 1 y tipo n y al estado excitado 1, porque la energia
requerida para estos procesos lleva las bandas de absorcion hacia dentro de la
regién ultravioleta-visible (200 a 700 nm). (Skoog, 2001).

Esta técnica, es una de las herramientas principales para estudiar
equilibrios quimicos y cinéticos. En estos experimentos se seleccionan las
longitudes de ondas adecuadas, para seguir el curso de uno o mas de los
reactivos, productos o alguna especie intermedia. Utilizando los valores ya
conocidos de las absortividades molares o determinandolos previamente, se
obtienen las concentraciones aplicando la ley de Beer. En los experimentos
cinéticos, la espectrofotometria permite seguir la aparicion de un producto o de

un compuesto intermedio, o bien la desaparicion de un reactivo. (Skoog, 2001).

2.7.5 Anadlisis termogravimétrico

El andlisis termogravimétrico o TGA, por sus siglas en inglés, mide la
cantidad y la velocidad de cambio del peso de un material como funcion de la
temperatura, y el tiempo en una atmdsfera controlada. Las mediciones son
usadas principalmente para determinar la composicion de materiales, y predecir
su estabilidad térmica a temperaturas elevadas, que pueden llegar hasta los
1000°C. La técnica nos permite caracterizar materiales, que exhiben ganancia o
pérdida de peso, como consecuencia de la descomposicion, oxidacién o
deshidratacion de la muestra. (Hanke, 2001).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

e Acetato de Celulosa, Pv=50,000, Marca Aldrich
e Poli(vinil pirrolidona), PM=360,000, Marca Aldrich
e Etanol, Marca Fagalab

e Acetona, Marca Fagalab

e (-)Epicatequina, Marca Aldrich

e Agua mili-Q

3.2 Preparacion

3.2.1 Preparacion de membranas fibrosas

Preparacion de las soluciones

AC 8% (m/m). Para preparar 20 mL de esta solucion, se pesan 1.43 g de AC los

cuales se disuelven en una solucion de acetona-agua, en relacion de 80:20 (16.7
mL de acetona y 3.3 mL de agua destilada). Se adiciona el AC a la solucién y se

deja en agitacion magnética por 24 horas a temperatura ambiente.

PVP 8% (m/v)- Epi 1% (m/v). Primero es necesario preparar la solucion de PVP

al 8%, 20 mL de esta solucién se preparan al pesar 1.6 g de PVP los cuales se
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disuelven en una solucién de Etanol-Agua, en relacion 85:15, preparada
previamente con 17 mL de etanol y 3 mL de agua destilada, a los cuales se les
adiciona el PVP y se deja en agitacion magnética por 24 horas a temperatura

ambiente.

Posteriormente se toman 5 mL de esta solucién, a la cual se le adiciona

0.05 g de (-) Epicatequina y se deja en agitacion magnética por 3 horas.

Para la elaboracion de las fibras, se seleccionaron los parametros 6ptimos
reportados (Montarfio, 2014), las soluciones anteriores son transferidas a jeringas
de plastico de 6 mL y montadas en una bomba peristaltica KDS Scientific, en
configuracion coaxial para la técnica de electrohilado, donde la solucion de
acetato de celulosa representa la coraza de las fibras, y la de PVP-Epicatequina
el ndcleo, el flujo de ambas soluciones es de 3.5 mLh! con un voltaje de 15 kV,
suministrado por una fuente de alto poder Spellman modelo CZE 1000R, a una
distancia entre colector y aguja de 15 cm y son recolectadas en una placa
cuadrada de aluminio (10 cm x 10 cm).

3.2.2 Preparacion de esferas poliméricas

Preparacién de las soluciones

AC 1% (m/m). Para preparar 20 mL de esta solucion, se pesan 0.179 g de AC

los cuales se disuelven en una solucion de acetona-agua, en relacion 80:20 (16.7
mL de acetona y 3.3 mL de agua destilada). Se adiciona el AC a la solucién y se

deja en agitacion magnética por 24 horas a temperatura ambiente.

PVP 1% (m/v)- Epi 1% (m/v). Primero es necesario preparar la solucion de PVP

al 1%, 20 mL de esta solucién se preparan al pesar 0.2 g de PVP, los cuales se

disuelven en una solucion de Etanol-Agua en relacion 85:15 preparada
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previamente con 17 mL de etanol y 3 mL de agua destilada, a los cuales se les
adiciona el PVP, y se deja en agitacion magnética por 24 horas a temperatura

ambiente.

Posteriormente se toman 5 mL de la solucién, a la cual se le adiciona 0.05
g de (-) Epicatequina y se deja en agitacion magnética por 3 horas.

Para la elaboracion de las esferas se seleccionaron los parametros
Optimos reportados (Lépez, 2015). Las soluciones anteriores son transferidas a
jeringas de plastico de 6 mL y montadas en una bomba peristaltica KDS Scientific,
en configuracién coaxial para la técnica de electroaspersion, donde la soluciéon
de acetato de celulosa representara la cubierta de las esferas, y la de PVP-
Epicatequina el nucleo, el flujo de ambas soluciones es de 0.5 mLh con un
voltaje de 17 kV, suministrado por una fuente de alto poder Spellman modelo
CZE 1000R, a una distancia entre colector y aguja de 12 cm y son recolectadas

en una placa cuadrada de aluminio (10 cm x 10 cm).

3.2.3 Preparacion de membranas fibra/esfera

Para obtener una membrana que contenga ambos materiales, primero se
prepara la capa de fibras por electrohilado coaxial y, posteriormente sobre esa
misma capa, se depositan las microesferas por electroaspersion coaxial, con las

condiciones que se encuentran expresadas en la tabla IV.
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Tabla IV. Parametros usados para la elaboracién de fibras y esferas de
AC/PVP-Epicatequina/AC mediante técnicas electrohidrodindmicas.

Tipo de Concentracion Flujo | Distancia | Voltaje

Material ["AC “op(m/m) | PVP, % (miv) | Epi, %(m/v) | MLh™ | cm kv
Fibras 8 8 1 3.5 15 15
Esferas 1 1 1 0.5 12 17

3.3 Técnicas de Caracterizacion

3.3.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Una vez obtenidas las membranas fibras/esferas de AC/PVP-
Epicatequina/AC, se prosiguié a la caracterizacion morfolégica, mediante un
microscopio electronico de barrido, marca JEOL 5410LV. Se realizaron
microfotografias del material en cuestion, antes y después del ensayo de
liberacion. Se utilizé un haz de electrones de 15 kV de intensidad a alto vacio y,

las muestras fueron recubiertas con una pelicula de oro.

3.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier

Para la obtencion de los espectros de infrarrojo con transformada de
Fourier (FTIR), fue utilizado un equipo Perkin EImer modelo Frontier, aplicando
la técnica de pastillas de Bromuro de Potasio (KBr), donde los reactivos fueron

analizados sin ningan tratamiento previo.
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El estudio de FTIR, se realiz6 para conocer los espectros de los
componentes de las membranas por separado y, poder evidenciar la presencia o

ausencia de estos segun sea el caso.

3.3.3 Reflectancia Total Atenuada

Para la obtencion de los espectros de infrarrojo por reflectancia total
atenuada, fue utlizado el mismo equipo que en FTIR, pero utlizando el
aditamento para ATR, colocando las muestras sin ningun tratamiento vy,

realizando las lecturas en la superficie de las membranas.

El estudio de ATR, se realiz6 para corroborar la presencia de cada uno de
los componentes en la membrana. Se obtuvieron espectros de la membrana
fibras/esferas de AC/PVP-Epicatequina/AC, antes y después del ensayo de

liberacion.

3.3.4 Anélisis Termogravimeétrico

Se llevé a cabo el analisis termogravimétrico donde se utilizé un equipo
Perkin EImer modeo Pyris 1 TGA. Se pesaron muestras de aproximadamente 4
mg, y fueron sometidas a calentamiento de 25°C a 600°C, con una velocidad de

calentamiento y enfriamiento de 10°Cmin-! bajo atmosfera de nitrégeno.

3.4 Ensayos de liberacion del farmaco
Se llevaron a cabo los ensayos de liberacién para las membranas fibrosas,

esferas y membranas fibras/esferas de AC/PVP-Epicatequina/AC, con el fin de

conocer el comportamiento tanto individual como compuesto de los materiales en
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cuestion, para lograr describir las caracteristicas de la liberaciéon y que sea

posible ajustarlo a un modelo apropiado.

3.4.1 Liberacion del farmaco en membranas fibrosas

Para evaluar la capacidad de liberacion del farmaco de la membrana
fibrosa de AC/PVP-Epicatequina/AC, se coloco la membrana completa, tal como
se obtuvo del proceso de electrohilado, en 400 mL de agua grado mili-Q como
medio de liberacion, los cuales se encontraban en un vaso de precipitados con

capacidad de 600 mL en agitacion magnética suave.

Cada 5 minutos se tomo6 una alicuota de 3 mL para el monitoreo de la
cantidad de epicatequina presente en el medio de liberacion. Se mantuvo un
volumen constante en el medio, una vez tomada la lectura de la cantidad de
epicatequina en la alicuota esta fue regresada al medio de liberacion. Cada una
de estas alicuotas se colocaron en una celda de cuarzo, y se usO un
espectrofotometro UV-vis marca Perkin Elmer modelo Lambda 20, para obtener
los valores de absorbancia, utilizando una longitud de onda de 278.82 nm. Las

mediciones se hicieron hasta alcanzar el equilibrio de la liberacion en el sistema.

Para obtener la cinética de liberacion, se graficé la absorbancia contra el
tiempo. Dichos valores se interpolaron en una curva de calibracion previamente
realizada para conocer la cantidad de epicatequina liberada en el medio. Con
estos datos se realiz6 el ajuste a diferentes modelos de liberacion para encontrar

el adecuado.
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3.4.2 Liberacion del farmaco en esferas poliméricas

Para evaluar la capacidad de liberacion del farmaco de las esferas poliméricas
de AC/PVP-Epicatequina/AC, se colocd la membrana completa, tal como se
obtuvo del proceso de electroaspersion, en 400 mL de agua grado mili-Q como
medio de liberacion, los cuales se encontraban en un vaso de precipitados con

capacidad de 600 mL en agitacion magnética suave.

Cada 2 minutos se tomdé una alicuota de 3 mL, para el monitoreo de la
cantidad de epicatequina presente en el medio de liberacion. Se mantuvo un
volumen constante en el medio, una vez tomada la lectura de la cantidad de
epicatequina en la alicuota esta fue regresada al medio de liberacion. Cada una
de estas alicuotas, se colocaron en una celda de cuarzo, y se us6 un
espectrofotometro UV-vis marca Perkin Elmer modelo Lambda 20, para obtener
los valores de absorbancia utilizando una longitud de onda de 278.82 nm. Las

mediciones se hicieron hasta alcanzar el equilibrio de la liberacion en el sistema.

Para obtener la cinética de liberacion, se graficé la absorbancia contra el
tiempo. Dichos valores se interpolaron en una curva de calibracion previamente
realizada para conocer la cantidad de epicatequina liberada en el medio. Con
estos datos, se realizé el ajuste a diferentes modelos de liberacion para encontrar

el adecuado.

3.4.3 Liberacion del farmaco en membranas fibra/esfera

Para evaluar la capacidad de liberacion del farmaco de la membrana
fibras/esferas de AC/PVP-Epicatequina/AC, se coloc6 la membrana completa, tal
como se obtuvo del proceso de electrohilado/electroaspersion, en 400 mL de
agua grado mili-Q como medio de liberacion, los cuales se encontraban en un

vaso de precipitados con capacidad de 600 mL en agitacion magnética suave.
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Cada 2 minutos se tomé una alicuota de 3 mL, para el monitoreo de la
cantidad de epicatequina presente en el medio de liberacidon durante los primeros
50 minutos, después cada 5 minutos. Se mantuvo un volumen constante en el
medio, una vez tomada la lectura de la cantidad de epicatequina en la alicuota,
esta fue regresada al medio de liberacion. Cada una de estas alicuotas se
colocaron en una celda de cuarzo, y se us6 un espectrofotometro UV-vis marca
Perkin Elmer modelo Lambda 20, para obtener los valores de absorbancia
utilizando una longitud de onda de 278.82 nm. Las mediciones se hicieron hasta

alcanzar el equilibrio de la liberaciéon en el sistema.

Para obtener la cinética de liberacion, se graficé la absorbancia contra el
tiempo. Dichos valores se interpolaron en una curva de calibracién previamente
realizada para conocer la cantidad de epicatequina liberada en el medio. Con
estos datos se realiz0 el ajuste a diferentes modelos de liberacion, para encontrar
el adecuado y poder asi, explicar el mecanismo de liberacion. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion

4.1.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La caracterizacion morfoldgica se realiz6 mediante un analisis de MEB, en la
Figura 9, se muestran las micrografias de las membranas de AC/PVP-
epicatequina/AC, en las cuales se logra apreciar la forma redondeada de las
esferas y, cilindrica de las fibras con lo que se logra evidenciar la presencia de
ambas estructuras en la membrana. El tamafio promedio de las particulas
corresponde a 898 nm, y de las fibras de 1012 nm. Las magnificaciones de las
micrografias de la Figura 9 (a) y (b) corresponden a 2,000 y 5,000 X,

respectivamente.

Con la finalidad de observar, como se afecto la estructura de la membrana
una vez sometida al ensayo de liberacion, se presentan también las micrografias
a 2,000y 5,000 X de las membranas una vez terminado el ensayo de liberacion.
Donde se puede observar la salida de las esferas de la membrana hacia el medio
de liberacion, mientras que la morfologia de la fibra se vio afectada en una

disminucién del diametro promedio con un valor de 642 nm.
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8000X 15k SEI

Figura 9. Micrografias de las membranas fibra/esfera de AC/PVP-
Epicatequina/AC (a) 2000X (b) 5000X antes de ser sometidas al ensayo
de liberacion, (c) 2000X y (d) 5000X posterior al ensayo de liberacion.

4.1.2 Andlisis de espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia FTIR, fue llevada a cabo para conocer los espectros de
los componentes de la membrana y, poder evidenciar la presencia o ausencia de
estos. En la Figura 10, se muestran los espectros de infrarrojo, el espectro (a)
corresponde al acetato de celulosa, donde se puede observar las bandas
caracteristicas del grupo éster, vibracion del grupo C=0 a los 1760 cm™. El
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espectro (b) corresponde al PVP vy, la sefial que destaca es la del grupo C=0 que
aparece a 1674 cm™. En elinciso (c), se muestra el espectro de la (-) epicatequina,
donde sobresalen sefiales entre 3450 y 3500 cm™ correspondientes a los
estiramientos de O-H presentes en la molécula, a 1627 cm™ se presenta la sefial

de estiramiento del C=C vy, en 1444 cm™ la correspondiente al C-O del grupo éter.

En el caso de las membranas preparadas por
electrohilado/electroaspersion, se llevé a cabo el analisis de espectroscopia de
infrarrojo, usando el aditamento de ATR. En la Figura 11, se presentan los
espectros para dicha membrana, en el inciso (a) se muestra el espectro de la
membrana previo al ensayo de liberacion, donde los picos caracteristicos de AC,
PVP y epicatequina fueron observados. En el inciso (b) se muestra el espectro
de la membrana posterior al ensayo de liberacion, donde se puede encontrar una
disminucién sustancial del pico representativo de PVP y, la intensidad de la banda
que representa a la epicatequina, corroborando la liberacion efectiva de la

epicatequina presente en la membrana.
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Figura 10. Espectros de infrarrojo para (a) Acetato de celulosa, (b) PVP,

(c) Epicatequina.
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Figura 11. Espectros de infrarrojo para membranas de AC/PVP-Epi/AC,
(a) antes del ensayo de liberacion y (b) posterior al ensayo de liberacion.
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4.1.3 Analisis termogravimétrico

En un andlisis termogravimétrico, se muestra la pérdida de peso del
material en funcién de un aumento en la temperatura, en la Figura 12, se
muestran los termogramas para AC, PVP y epicatequina de manera individual.
Los termogramas correspondientes al AC y el PVP presentan una degradacion
de un solo paso, las pérdidas de peso mas significativas se presentan entre los
300 y 400°C correspondientes al AC y PVP respectivamente. Mientras que la

epicatequina muestra una pérdida de peso alrededor de los 250°C.

En la Figura 13, se presenta el termograma de las membranas de AC/PVP-
Epicatequina/AC, donde podemos apreciar cuatro inflexiones o pérdidas de peso
localizadas entre los 50 y 450°C, la perdida marcada con (1) es atribuida al
solvente y humedad remanente en la membrana, la marcada con (2) es atribuida
a la epicatequina, mientras que (3) y (4) son para AC y PVP respectivamente. De
tal manera, que se confirma la presencia de cada uno de los componentes en la

membrana polimérica.
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Figura 13. Termograma de las membranas F-E de AC/PVP-
Epicatequina/AC.
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4.2 Cinéticas de liberacién de epicatequina

Parta evaluar la capacidad de la membrana para liberar el flavonoide, se
realizaron ensayos de liberacién en agua miliQ. En la Figura 14, se muestra la
cinética de liberacion correspondiente a la membrana fibrosa, en el eje de las
ordenadas se encuentra el porcentaje de epicatequina liberado y, en el eje de las
abscisas el tiempo. Se observé una liberacion simple, donde el equilibrio se
alcanzé a los 210 min, tras una salida del 98.78% de la epicatequina contenida

en la membrana inicialmente.
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Figura 14. Cinética de liberacion de epicatequina en membranas fibrosas
de AC/PVP-Epicatequina/AC.
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La cinética de liberacion del farmaco en las esferas preparadas por
electroaspersion se muestra en la figura 15, se puede apreciar una liberacion de
dos etapas: la primera corresponde a los primeros 46 minutos donde se liberd un
58% del flavonoide total contenido, y la segunda etapa con una liberacion mas
lenta en donde se alcanzo el equilibrio a los 64 min con un porcentaje del 72.8%

del contenido inicial de la epicatequina contenida.
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Figura 15. Cinética de liberacion de epicatequina en esferas poliméricas
de AC/PVP-Epicatequina/AC.
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Para las membranas preparadas por electrohilado/electroaspersion, la
cinética de liberacidbn se muestra en la figura 16, en esta se observa una
liberacién simple, donde se alcanza el equilibrio en un tiempo de 230 min con un

porcentaje de 85.4% de liberacion del farmaco contenido inicialmente.
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Figura 16. Cinética de liberacion de epicatequina en las membranas
preparadas por electrohilado/electroaspersion.
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4.3 Ajuste a modelos de liberacién

Los modelos empiricos para la liberacion de farmacos, presentados en la
tabla Il relacionan la cantidad del agente activo liberado, como una funcién del
tiempo. Cuando se cuenta con datos experimentales de la cantidad del farmaco
liberado, como funcién del tiempo es posible buscar que modelo se ajuste y, a
partir de esto explicar el mecanismo por el cual es expulsado el agente activo vy,
posteriormente con estos resultados poder llevar a cabo un disefio mas acertado,

a la hora de extrapolarlo a una aplicacion en especifico.

Después de obtener los datos experimentales, es necesario contar con
una forma para evaluar los diferentes modelos y, escoger en base a esto, cual es
el que cuenta con un mejor ajuste; para esto, se linealizaron las diferentes
ecuaciones Yy, fue a partir del coeficiente de correlacion medido a partir de un
ajuste por el método de minimos cuadrados en Excel, que se escogio o descarto
algin modelo, segun sea el caso para explicar la liberacion del farmaco en la
matriz que corresponda. Para todos los casos se seleccionaron puntos por
debajo del 60% de la liberacion, como es recomendado por Andreeta y col, y

Zamani y col. en sus publicaciones.

En la tabla V, se encuentran las ecuaciones correspondientes a los
modelos de liberacion en su forma lineal, con estas ecuaciones se procedi6
ademas de confirmar el ajuste de cierto modelo, también conocer los parametros

propios de estos.
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Tabla V. Modelos mateméaticos comunes en su forma lineal para estudiar la
liberacion de farmacos.

Nombre del Modelo

Ecuacion linealizada

M
Korsmeyer & Peppas In (M_t> = nLn(t) + Ln(K,)
Higuchi Me . os
M. kt

Orden Cero M
— =kt

M.,

-Sahli M
Peppas-Sahlin In (M_f) = 3mLn(t) + Ln(kik,)

o

En el caso de las membranas fibrosas, el modelo que tuvo un mejor ajuste

fue el de Korsmeyer & Peppas, con un coeficiente de correlacion de 0.9916; los

parametros obtenidos son, un valor n de 0.5816 y Kp de 0.065, como lo indica la

Tabla VI, el valor de n encontrado indica que el mecanismo predominante en la

liberacién del farmaco es difusion, que es atribuido a la estructura nucleo/vaina

formado por el electrohilado coaxial. En la Figura 17, se presenta una

comparacion entre los datos experimentales y los generados por el modelo, el

cual cumple con tener un ajuste hasta el 60% de la liberacion del farmaco.
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Figura 17. Ajuste de datos de liberacion a un modelo empirico para
membranas fibrosas de AC/PVP-Epicatequina/AC.

En el caso de las esferas poliméricas el modelo de Korsmeyer & Peppas
tuvo un buen ajuste con un coeficiente de correlacion de 0.9961 con parametros
obtenidos de un valor n de 0.3257 y Kp de 0.202 tal como lo indica la Tabla VI,
los valores de Kp y n encontrados indican que el mecanismo de liberacion del
farmaco es difusion y es atribuido a la estructura nucleo/coraza formado por la
electroaspersion coaxial. En la Figura 18, se presenta una comparacion entre los
datos experimentales y los generados por el modelo, que cumple con tener un

ajuste hasta el 60% de la liberacién del farmaco.
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Figura 18. Ajuste de datos de liberacion a un modelo empirico para
esferas poliméricas de AC/PVP-Epicatequina/AC

En el caso de las membranas preparadas por
electrohilado/electroaspersion, dos modelos presentaron un buen ajuste; el
modelo de Korsmeyer & Peppas, con un coeficiente de correlacion de 0.9962 vy,
el modelo de Higuchi con un coeficiente de correlacion de 0.9959, con parametros
obtenidos de un valor n de 0.4991 y Kp de 0.1065, en el caso de Korsmeyer &
Peppas vy, un valor para k de 0.1037, correspondiente al modelo de Higuchi tal
como lo indica la Tabla VI, los valores de n, Kp y k encontrados, indican que el
mecanismo de liberacion del farmaco es difusion, pudiendo minimizar los efectos
de arrastre, debido a la presencia de las fibras. En la Figura 19, se presenta una
comparacion entre los datos experimentales y los generados por los modelos, los

cuales cumplen tener un ajuste hasta el 65% de la liberacion del farmaco.
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Figura 19. Ajuste de datos de liberacion a un modelo empirico para
membranas fibra/esfera de AC/PVP-Epicatequina/AC.

Tabla VI. Resumen de los parametros de ajuste a los modelos de liberacion
para las diferentes estructuras.

Estructura Modelo Parametros R2
. Korsmeyer & n 0.5816
Fibras Peppas Kp 0.06542 0.9916
Korsmeyer & n 0.3257
Esferas Peppas Ko 0202 0.9961
Esferas Orden Cero k 0.3422 0.995
Korsmeyer & n 0.4991
F-E Peppas Kp 0.1065 0.9962
F-E Higuchi k 0.1037 0.9959




4.4 Efecto de la morfologia sobre la cinética de liberacion

Se ha observado, que las caracteristicas morfolégicas del sistema,
influyen sobre el comportamiento de la liberaciéon de farmacos, contando con tres
matrices diferentes y, un mismo farmaco encapsulado, es posible hacer
comparacion entre estos, para observar la influencia de esta en el sistema. En la

Tabla VII, se muestran los datos de comparacion entre los sistemas de liberacion.

Se encontrd, que uno de los factores importantes que rigen la liberacion
de Epicatequina a partir del material preparado, es la concentracién acumulada
en el medio de liberacion, lo cual es corroborado con los fendmenos difusivos,
que son regidos por gradientes de concentracion. Para el caso de la membrana
fibrosa, la liberacion resultd ser de casi la totalidad de la epicatequina contenida
con un mecanismo mayormente difusivo, es decir que la epicatequina contenida
se difundié a través de la vaina de AC y, en menor proporcion se expulso de la
fibra por arrastre de los extremos al disolverse PVP con el agua del medio de

liberacion.

Mientras que, en la matriz formada por esferas poliméricas, la liberacion
no fue completa, esto se atribuye a la saturacion del medio con el farmaco v,
debido a que el mecanismo de liberacion, es meramente difusivo al desaparecer
los gradientes de concentracion, la liberacion de la epicatequina a partir de las

esferas se detiene.

La liberacion en la membrana compuesta por fibras y esferas, presenta un
valor intermedio entre la que exhiben sus componentes por separado, esto se
atribuye primordialmente a los mecanismos que cada uno de estos sigue para la
liberacion, en tiempos cortos ocurre una liberacién de ambas estructuras (fibras
y esferas), hasta que la concentracion llega al punto de saturacion y, es a partir
de este tiempo que la salida de epicatequina de la matriz deja de estar regida por
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gradientes de concentracion, por lo que se vuelve mas lenta hasta que las fibras

logran liberar la mayor parte del farmaco contenido en estas.

En la Figura 20, se muestra una representacion de la variacion de la
concentracion del farmaco, tanto en la matriz de encapsulamiento como en el
medio de liberacion a diferentes tiempos, el sentido de las flechas indica la salida
del farmaco, el primer tiempo t=0 es un tiempo anterior al ensayo de liberacion,
tsat €S el tiempo en que se alcanza la saturacion en el sistema, tiempo t es un
tiempo tal que O<t<tsat y, un tiempo t=teq €s un tiempo en el que se la alcanza el

equilibrio de liberacién.
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Tabla VII. Comparacion para los sistemas de liberacion de Epicatequina

Porcentaje Exponencial M .
ecanismo
de . n del
. . . . Tiempo de
Sistema Morfologia liberacion . modelo . .
(min) liberacion
en Korsmeyer ropuesto
equilibrio & Peppas prop
AC/PVP- . Difusion y
Epicatequina/AC Fibra 98.8 210 0.5816 arrastre
AC/PVP- T
Epicatequina/AC Esfera 72.8 64 0.3257 Difusion
Difusion y
_ACIPVP- Fibra/Esfera |  85.4 230 0.4991 ligero
Epicatequina/AC
arrastre

-

w W = o = 0 m [ 1]

Figura 20. Representacion cualitativa de los mecanismos de liberacion de
farmaco segun la matriz de encapsulamiento a diferentes tiempos.

51



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se prepararon membranas para la liberacion de epicatequina, a partir de dos
técnicas interrelacionadas en estructuras AC/PVP-Epicatequina/AC, con las
condiciones éptimas reportadas para cada una.

Se confirma la presencia de cada uno de los componentes de la membrana,
mediante los métodos de caracterizacibn empleados en este trabajo, como son
FTIR, ATR y TGA. Se comprobd la morfologia del sistema mediante microscopia
electrénica de barrido.

La morfologia del sistema, tuvo un efecto bastante fuerte en el mecanismo
de liberacion, segun lo encontrado con modelos empiricos, en ambas estructuras,
el principal mecanismo fue la difusién, pero en las fibras existio una contribucion
a la salida por arrastre del farmaco hacia el medio de liberacion.
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RECOMENDACIONES

Para estudios posteriores, se recomienda realizar la liberacion a temperatura
corporal, con un medio que simule la carga ionica del organismo, asi como
evaluar la influencia de la velocidad de agitacién en la cinética y modelos de
liberacion.

Se recomienda realizar la encapsulacion de diferentes farmacos en cada
una de las estructuras, uno que se requiera de forma rapida en las esferas y, con
una liberacién mas lenta en las fibras.

Preparar membranas con esta configuracion, haciendo uso de diferentes
materiales para la matriz polimérica y farmacos segun sea su uso potencial.

Caracterizar por microscopia electronica de transmision, para corroborar
las estructuras nucleo-coraza y, realizar pruebas mecanicas del material
preparado.

Hacer estudios de citotoxicidad de las membranas, para ser utilizadas en
ingenieria de tejidos.
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