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Resumen

Actualmente existen importantes investigaciones sobre la preparacion de membranas porosas bioabsorbibles
que permiten la liberacién controlada de firmacos y vitaminas. En este estudio se propuso preparar
membranas porosas a partir de policaprolactona (PCL) y quitosano (CS) bajo la técnica de electrohilado
aplicando diferentes pardmetros con el fin de evaluar sus caracteristicas internas y propiedades para una
potencial aplicacién como liberador del clorhidrato de tiamina (Vitamina B;). Ademas se desarroll6 el
estudio de la cinética de liberacién In vitro del clorhidrato de tiamina (TC) con las membranas preparadas.
Se obtuvo una membrana polimérica a partir de una disolucién de PCL/CS w/w (8:1) y otra de PCL/CS w/w
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(10:1) con una carga del TC respecto a la PCL w/w (20:1) disueltos en TFA/DCM v/v (80:20), con minimos
defectos como bulbos y didmetros uniformes. Las fibras fueron caracterizadas con apoyo de técnicas de
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Espectroscopia Infrarroja (FTIR), Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC), Anélisis Termogravimétrico (TGA), Difraccién de Rayos X (DRX), Angulo de contacto
(Hidrofilicidad de las fibras), Ensayos mecdnicos de las membranas en estudio, Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM), Microscopia de Fuerza Atémica (AFM). La liberacion del principio activo se realizé
en una solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS buffer) a 37°C y pH = 7.4. La cinética de liberacién
se analiz6 mediante el trazado de los datos acumulativos frente al tiempo. Este sistema fue capaz de liberar
desde 65 % a 85 % de clorhidrato de tiamina en un periodo de 60 h, aproximadamente, lo cual evidencia la
potencialidad de estas membranas para liberar efectivamente a la vitamina Bj.

Palabras clave: clorhidrato de tiamina, Electrohilado, Liberacién controlada, Policaprolactona, Quitosano.

Abstract

Currently there are significant research on the preparation of bioabsorbable porous membranes that allow
the controlled release of drugs and vitamins. In this study it was proposed to prepare porous membranes
from polycaprolactone (PCL) and chitosan (CS) under the electrospinning technique, applying different
parameters in order to evaluate its internal characteristics and properties for a potential application as
liberator of thiamine hydrochloride (vitamin Bj). Besides studying the in vitro release kinetics developed
TC with membranes prepared. A polymer membrane was obtained from a solution of PCL/CS w/w (8:1) and
PCL/CS w/w (10:1) with a load of TC regarding PCL w/w (20:1) dissolved in TFA/DCM v/v (80:20), with
lows defects such as bulbs and uniform diameters. The fibers were characterized with support techniques of
Scanning Electron Microscopy (SEM), Infrared spectroscopy (FTIR), Differential Scanning Calorimetry
(DSC), Thermogravimetric Analysis (TGA), X-Ray Diffraction (XRD), contact angle (Hydrophilicity of the
fibers), mechanical testing of the membranes in study, Transmission Electron Microscopy (TEM), Atomic
Force Microscopy (AFM). The release of active substance is performed in a buffered saline by phosphates
(PBS buffer) over 37°C and pH = 7.4. The release kinetics was analyzed by plotting cumulative data versus
time. This system was able to release from 65 % to 85 % thiamine hydrochloride in a 60 h, approximately,

which shows the potential of these membranes to effectively release vitamin B .

Key words: Thiamin hydrochloride, Electrospinning, Controlled release, Polycaprolactone, Chitosan.

1. Introduccion

La nanotecnologia representa una frontera impor-
tante con potencial para avanzar significativamente
en el campo de la ingenieria de tejidos [1, 2]. La
preparacion y uso de membranas porosas basadas en
nanofibras han cobrado interés recientemente para
aplicaciones biomédicas, especialmente en la inge-
nieria de tejidos, cuyo objetivo es crear estructuras
biodegradables y biocompatibles con propiedades
mecénicas y biolégicas similares a la matriz extra-
celular (ECM), entre varias técnicas de preparacion
de membranas porosas se presenta el electrohilado
como una técnica con gran potencial [3].

El proceso de electrohilado, permite que una
amplia gama de firmacos puedan ser directamente
encapsulados dentro de la fase en masa de fibras a
nanoescala disuelto o dispersado en el disolvente
organico usado para electrohilado. La malla fibro-
sa resultante posee un periodo de tres dimensiones
con una estructura porosa abierta y alta drea superfi-
cial especifica, proporcionando una condicién ideal
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para la administracién controlada de farmacos [5].
Hasta la fecha, el electrohilado se ha usado para
la fabricacién de andamios de numerosos polime-
ros biodegradables, tales como poli(e-caprolactona)
(PCL), poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glic6-
lico) (PGA), poli(lactida-co-glucésido) (PLGA) y
poliuretano (PU) [4]. Ademds, las proteinas natura-
les también se han utilizado, incluyendo coldgeno,
elastina y gelatina.

Los polimeros naturales han sido de gran interés
por su no toxicidad, compatibilidad con otros biopo-
limeros, la adhesion celular y la proliferacién; como
la quitina, quitosano y celulosa. Estos se mezclan
a menudo con polimeros sintéticos porque poseen
limitaciones como la baja estabilidad, la liberacién
de téxicos y productos de degradaciéon que pueden
ser perjudiciales para las células, ya que la miscibili-
dad entre sus moléculas es un factor muy importante
especialmente para las propiedades mecdnicas de la
mezcla [6, 7].
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Las fibras electrohiladas de PCL son estudiados
para la ingenieria de tejidos por ser ventajosos, ya
que el tamafio del poro se puede controlar facilmente
cambiando la densidad de la fibra en la unidad de
area [8].

La poli(e-caprolactona) (PCL) es un polimero se-
micristalino, biodegradable con buenas propiedades
mecanicas, facil de procesar, compatible tanto con te-
jidos duros como blandos y aceptado por la FDA. La
PCL es 1til en la produccién de fibras electrohiladas
que simulan la matriz extracelular. Sin embargo, su
hidrofobicidad limita la adhesion y proliferacion ce-
lular. Con la finalidad de modificar sus propiedades
superficiales se mezcla con polimeros hidrofilicos
materiales naturales que facilitan la adhesion celu-
lar, el incremento en las propiedades mecdnicas y
térmicas de las membranas basados en la PCL [3].

Recientes estudios indicaron el uso de la técnica
de electrohilado para lograr la liberacién controlada
de un modelo hidrofilico de farmaco (ampicilina)
presentando una baja compatibilidad con la polica-
prolactona (Sultanova et al. [9]). Otros autores eva-
luaron cémo las diferentes concentraciones de PCL
y dipiridamo (DIP) con la técnica del electrohilado,
afecta a las propiedades estructurales y fisicas de las
fibras (Repanas y Glasmacher [10]). De otro lado
Irani et al. [11], evaluaron la carga y liberacion de
pequeiias moléculas y macromoléculas de fdrmacos
en materiales compuestos de silicio poroso nanoes-
tructurado y policaprolactona (PSI-PCL) prensadas,
y su capacidad para soportar la unién de células de
mamiferos y su crecimiento. De la misma manera
otros estudios indican, que una mezcla de poli(e-
caprolactona) (PCL) y poli(6xido de etileno) (PEO)
se electrohilaban para producir mallas fibrosas que
podian liberar un farmaco proteico de una manera
controlada. Estas mallas mostraron una buena esta-
bilidad morfolégica después de la incubacién en la
solucién tampon, lo que resulté en la liberacion con-
trolada de lisozima durante un periodo prolongado
con la reduccién de rafagas iniciales [5].

Varias fibras de PCL cargadas con farmaco pre-
paradas a partir de solucion, suspensién y emulsién
mostraron que las fibras de PCL son una opcién poten-
cial de entrega de farmacos para cualquier tipo de me-
dicamentos. Estas fibras también se pueden preparar
después de la copolimerizacién con otros polimeros
tales como PEG, quitosano o clorofilina [8].
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El quitosano (CS) es un polisacdrido, similar a
la estructura de la celulosa. El grupo amino primario
rinde propiedades especiales que hacen al CS muy
util en aplicaciones farmacéuticas. Comparado con
muchos otros polimeros naturales, el quitosano tie-
ne una carga positiva y es mucoadhesivo [12]. Por
lo tanto, se utiliza ampliamente en aplicaciones de
administracion de farmacos. El quitosano se degrada
bajo la accién de fermentos, es atéxico y facilmente
extraible del organismo sin causar reacciones secun-
darias concurrentes. Posee propiedades antimicrobia-
nas y absorbe los metales t6xicos como: mercurio,
cadmio, plomo, etc. Ademads, tiene buena adhesion,
capacidad de coagulacion y actividad inmunoestimu-
lante [13]. El quitosano es un polimero prometedor
para la entrega de farmacos para el colon, ya que
puede ser degradado por la flora bacteriana del colon
y por su poder mucoadhesivo [14].

Varios estudios relacionados con el electrohila-
do de quitosano evaluaron el comportamiento de
liberacion de clorhidrato de tetraciclina cargado en
un andamio antimicrobiano de quitosano/poli(acido
l4ctico) (Tet-CS/PLA) (Jiang et al. [15]). También,
Rieger et al. [16], demostraron que las nanofibras de
quitosano/CA/PEO pueden servir como vehiculos
de suministro de Cinamaldehido (CA) que potencial-
mente erradican las infecciones causadas por pseu-
domonas. Song et al. [17], prepararon una membra-
na electrohilada de quitosano/poli(6xido de etileno)
(PEO) que contenia nanoparticulas de plata como
un vehiculo de administracién implantable para la
liberacién dual de iones de clorhexidina y plata. Es-
te estudio se realizé para prevenir las infecciones
percutdneas.

En general, todos los estudios anteriores han
mostrado como se lograron preparar nanofibras por
electrohilado de policaprolactona (PCL) y de quito-
sano (CS) de manera independiente, y la forma en
que cada uno de ellos logré hacer la liberacién de
distintos tipos de farmacos. Sin embargo, ninguno de
ellos muestra haber electrohilado PCL y CS de ma-
nera conjunta para la liberacién de fArmaco como el
clorhidrato de tiamina (TC) por medio de un soporte
obtenido por la técnica de electrohilado. Por tanto,
el objetivo de este trabajo es estudiar la preparacion
de membranas a partir de diferentes concentracio-
nes de PCL y CS con el disolvente mixto de &ci-
do trifluoroacético/diclorometano (TFA/DCM) bajo
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diferentes pardmetros de electrohilado, con el fin de
observar las propiedades estructurales, térmicas y
mecdnicas de estas membranas, asi como el estudio
cinético de liberacién del clorhidrato de tiamina, lo
cual permitird conocer la viabilidad de estas mem-
branas para usarse como vehiculos de liberacion de
la vitamina.

2. Metodologia

La poli(e-caprolactona) (PCL, peso molecular
80,000 Da), el quitosano (CS, bajo peso molecular
50,000 a 190,000 Da, grado de desacetilacion 98 %),
el clorhidrato de tiamina (TC) al 99 %, los solven-
tes para la mezcla polimérica 4cido trifluoroacético
(TFA) al 99 %, diclorometano (DCM) al 99.8 % se
obtuvieron de Sigma Aldrich.

2.1. Preparacién de la solucion polimérica

La mezcla polimérica se inici6 con la disolucién
del CS en TFA que duré aproximadamente de 3 a 5
horas, posterior a ésta se agregé la PCL se electro-
hil6 a las 16 horas cuando se encontraba totalmente
disuelta la mezcla polimérica. La fase I, se llevo a
cabo con PCL/CS a una relaciéon w/w A (8:1) y B
(10:1) disueltos en TFA. La fase II, se llevé a cabo
con carga de TC al 5% concentracién w/w respec-
to a 1 g de PCL, disueltos en TFA/DCM v/v (4:1),
con PCL/CS a una concentracién w/w C (8:1), su
viscosidad fue de 142.3 cP a una velocidad de 150
r.p.m. y D (10:1), su viscosidad fue de 75.33 cP a
una velocidad de 150 r.p.m.

Para todos los tratamientos se usé el TFA tenien-
do en cuenta que la PCL tiene una facil cristalizacion,
lo que explica su limitada solubilidad en muchos di-
solventes que son capaces de disolver otras estructu-
ras de poliéster amorfos. La cinética de degradacion
de la PCL es muy lenta, por lo que es muy convenien-
te para la aplicacién de los sistemas de suministro
de liberacién lenta con cinética de largo plazo se ex-
tienda durante periodos superiores a 1 afio. E1 TFA
es un disolvente adecuado para disolver la PCL y es
eficaz para la degradacion de este [18, 19]. EI TFA
es un disolvente adecuado para electrohilar quito-
sano porque los grupos amino del quitosano pueden
formar sales con TFA, capaz de destruir eficazmente
las interacciones intermoleculares entre las molécu-
las de quitosano que facilitan electrohilado [20, 21].
El quitosano en su forma cristalina es normalmente
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insoluble en soluciones acuosas, su solubilizacién
se alcanza debido a grupos amino libres protona-
bles presentes en su estructura molecular, segtin el
siguiente equilibrio (ver ecuacion (2)) [22]:

Quito — NH, + H;0" +— Quito — NHz + H,O

ey
La protonacién de quitosano lo transforma en un
polielectrolito en soluciones 4cidas. La disolucion
del TFA con o sin DCM y CS produce residuos de
sales debido a la alta solubilidad. Este tipo de sa-
les son —NH3+ CF3COO~ (sales trifluoroacetato de
quitosano) [23, 24].

2.2. Técnica de preparacion de las membranas

Para la fabricacién de las membranas se usé un
equipo de electrohilado conectado a una fuente de
voltaje de alta tensiéon Glassman EH60, una bomba
de inyeccién marca NE-300 TM y un colector plano
de aluminio [19]. La solucién se deposité en una
jeringa con una aguja de acero inoxidable calibre 22
G, como capilar. Se probaron caudales de la solucién
polimérica desde 0.05 a 0.4 mL/h. El voltaje aplica-
do entre la aguja y el colector fueron desde 10 hasta
15 kV y la distancia entre ellos se vari6 entre 8 y 15
cm. El electrohilado se llevé a cabo a temperatura
ambiente.

Tabla 1. Tratamientos sin Clorhidrato de Tiamina

Tipo Concent. Pardmetros
de sln. Ste. Distancia
trat.  polim. Voltaje  Flujo aguja-
wiw colector
kV mL/h cm
10 0.2 8
PCL/CS
A @:1) TFA 10 0.2 10
13 0.1 10
TFA 15 0.05 10
PCL/CS
B (10:1) /DCM 15 0.2 13
15 0.05 15

trat.: tratamiento; Concent. sln. polim.: concentracién
solucién polimérica; ste: solvente

En la tabla 1 se presentan los diferentes trata-
mientos de acuerdo a los parametros de la técnica de
electrohilado que se usaron con PCL/CS a diferentes
concentraciones, sin adicionar el TC. En la tabla 2
se puede observar los tratamientos que se usaron las
mismas concentraciones de la tabla 1, pero ahora con
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la adicién de TC y bajo otros pardmetros de electro-
hilado. Se realiz6 estos dos grupos de tratamientos
con el fin de determinar a cual concentracién de
PCL/CS y con cuales pardmetros se logra obtener
membranas con nanofibras definidas, con la menor
cantidad de defectos y homogeniedad de las fibras
para la distribucién de la vitamina.

Tabla 2. Tratamientos con Clorhidrato de Tiamina

Tipo Concent. Pardmetros

de sln. Ste. Distancia

trat.  polim. Voltaje Flujo  aguja-
wiw colector

kV ml/h  cm

PCL/CS

C @:1) TFA 13 04 10
PCL/CS

D M 1 . 1
(10:1) /DC 5 0.3 5

trat.: tratamiento; Concent. sln. polim.: concentracién
solucién polimérica; ste: solvente

2.3. Medicion y caracterizacion

Las caracteristicas morfolégicas de las membra-
nas obtenidas por electrohilado se obtuvieron con la
técnica Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
de emisién de campo tipo Schottky (FE-SEM, siglas
en inglés) JEOL Modelo JSM-7600F. La preparacion
de las muestras se realiz6 con un recubrimiento de
una pelicula de oro mediante pulverizacidn catddica
asistida por plasma para favorecer la conductividad
de la muestra, el voltaje de operacion para el haz de
electrones fue de 15 kV. La distribucién de didme-
tros, el didmetro promedio y el porcentaje de drea
porosa se calcularon con el software Image-J a partir
de las micrografias obtenidas de 50 recuentos. El
andlisis quimico se realiz6é por medio de espectros-
copia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
un equipo FTIR-Thermo Scientific Nicolet 6700 y
un sistema de reflexion total atenuada (ATR) ATR-
Smart Orbit, sobre un intervalo de nimero de onda
entre 400 y 4000 cm~!. Las propiedades térmicas
de las membranas se estudiaron por calorimetria di-
ferencial de barrido (DSC, siglas en inglés) en un
equipo DSC Q2000 TA Instruments, entre 0 y 250
°C a una rampa de calentamiento de 10 °C/min.

El comportamiento de la degradacion y estabi-
lidad térmica de cada una de las muestras se llevé
a cabo con un analizador TGA Q 5000 TG (TA Ins-
truments). Las muestras de aproximadamente 7 mg
fueron sometidas a calentamiento desde 25 a 800 °C
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a una rampa de 10 °C/min bajo atmdsfera de nitr6-
geno. Los patrones de difraccion de rayos X fueron
obtenidos usando el difractometro SIEMENS D-500,
utilizando la radiacién de Cu Ko (A = 0.1542 (A).
Se emple6 un gonidmetro Ramé-hart, inc. Modelo
100-07-00, ajustado con un sistema dptico, para ob-
servar la interaccién del agua con la superficie de
las membranas de PCL/CS con carga de TC, para
determinar la hidrofilicidad o hidrofobicidad de las
membranas se deposité una gota de agua sobre la
membrana y se tomaron imagenes durante 2:40 min,
de los cuales se eligieron 3 tiempos 1, 90 y 150 se-
gundos para medir los dngulos. Es sabido que el CS
es mds hidrofilico que la PCL, por lo que se consi-
der6 hacer los ensayos de dngulo de contacto con
el fin de evaluar la humectabilidad en la superficie
del andamio como posible resultado de la combina-
cién de CS y PCL. Las propiedades mecanicas de las
membranas, se realizaron con el fin de determinar
las propiedades estructurales a las que estard someti-
do una membrana en el cuerpo humano cuando esta
liberando la vitamina. Este estudio se realizd con
una maquina universal de pruebas mecdnicas Instron
5500R, con una celda de carga de 500 N y veloci-
dad de deformacién de 10 mm/min a 25 °C. Con el
fin de determinar la distribucién del fdrmaco en las
nanofibras fue visto por medio de la técnica de Mi-
croscopia Electrénica de Transmisién (TEM) con un
microscopio JEOL JEM-1200EX. La topografia de
la superficie de las membranas se caracterizé median-
te Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) utilizando
un microscopio de sonda de barrido (SPM) JSPM-
4210 (JEOL Ltd) para evaluar la distribucion de los
polimeros con el fairmaco en la nanofibra.

2.4. Comportamiento de liberacién de TC

Se utiliz6 una celda de Franz [25] para analizar
la cinética de permeacion In vitro, mediante la li-
beracion del fadrmaco en el sistema de estudio. El
estudio se realizé en un sistema de 2 celdas para
cada membrana electrohilada de PCL/CS con car-
ga de TC, cada celda consta de un compartimento
superior (donador), donde se coloca la membrana
con un liquido que simulan los fluidos corporales,
en este caso buffer PBS 0.1 M, separados por una
membrana tipo GV 0.22 ym. El compartimento in-
ferior posee un brazo de muestreo lateral por donde
se toman alicuotas para analizar la concentracién
acumulada de los activos liberados. La celda posee
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una camisa externa que puede conectarse a un baifio
termostatico con recirculacidon de manera de asegu-
rar, una temperatura constante durante los ensayos
de liberacion. Esta temperatura se mantuvo a 37 °C.
La agitacion fue continua a 100 r.p.m. Cada 24 h, 3
mL de sobrenadante fue tomada desde el medio de
liberacion y se afiadié inmediatamente 3 mL de PBS
fresco (pH 7.4 a 37 °C) para mantener el volumen
de la celda.

La concentracién de la TC liberada se monitored
en funcién del tiempo, midiendo sus absorbancias
en un espectrofotometro UV-Vis marca Ocean Op-
tics, Inc., modelo DT1000CC-130. Las curvas de las
concentraciones acumuladas de TC en funcién del
tiempo se analizaron con base a la ecuacién semiem-
pirica del tipo ley de potencia (ecuacidn (2)), segin
Ritger y Peppas, 1987 [26]:

M;
Moo

= kt" 2)
en la ecuacion, %; es el cociente de las concentracio-
nes molares en el compartimiento receptor a tiempo
t e oo, respectivamente y representa la fraccién de
activo liberado al tiempo t, k es una constante que
incorpora la concentracidn del activo asi como carac-
teristicas geométricas y estructurales del dispositivo
de liberacion que incluyen el tipo de membrana utili-
zada y n es el exponente indicativo del mecanismo
de liberacion.

En la ecuacién ecuacién (2) cuando n = 0.5 co-
rresponde a la difusion fickiana (para intervalos de
tiempo cortos). Valores de n superiores a 0.5 se aso-
cian a un mecanismo de difusién anémalo (no fic-
kiano). En particular, si n = 1, la ecuacién que se
obtiene es la de cinética de orden cero, que Peppas
considera un caso limite de transporte no-fickiano,
denominado “transporte de Caso II”” (Langer y Pep-
pas, 1981). Esta cinética corresponde a la obtenida
a partir de matrices poliméricas en las que el frente
de hinchamiento del polimero avanza de forma cons-
tante. Valores de n > 1 aparecen usualmente cuando
el tiempo de liberacidn es muy elevado. Este tipo de
mecanismo de difusién anémalo no fickiano lo deno-
minan “transporte de Supercaso II”. Por dltimo, los
valores de n < (.5, se asocian a la presencia de poros
en la matriz polimérica, y la consiguiente difusién
simultdnea a través de la matriz hinchada y a través
de los poros llenos de medio de disolucién [27].
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3. Resultados y discusion

3.1. Analisis de la distribucion de diametros en
las nanofibras y porosidad

3.1.1. Fase 1. Membranas electrohiladas sin carga
de TC

En las figuras 1 A, se puede observar la mor-
fologia por SEM de las membranas de nanofibras
bajo diferentes tratamientos, siendo el m4s relevan-
te la distancia entre la aguja-colector en el proceso
de electrohilado. En la figura 1 A (i), se observa fi-
bras interconectadas muy heterogéneas, esto pudo
ser debido a que el solvente no se evapor6 en el
trayecto y se depositaron las fibras hiimedas en el co-
lector, presentan un didmetro promedio de 0.295 um
y una desviacién estdndar de 0.127 pm. El porcenta-
je de porosidad de la muestra cargada con farmaco
se encontrd que era 51.1%. En la figura 1 A (ii), se
observa una estructura de fibras homogéneas muy
interconectadas, con didmetro mayores (didmetro
promedio de 0.552 um y una desviacion estdndar de
0.367 um, el porcentaje de porosidad de la muestra
cargada con farmaco se encontré que era 69.3 % ),
sin fusién entre las fibras, indicando con esto que
la fibras se depositaron con menor humedad en el
colector a comparacién con la anterior, esto debido
a que la distancia aumenta entre aguja y colector. En
la figura 1 A (iii) al aumentar el voltaje a 13 kV hay
presencia de perlas,aguja y colector. Li y Wang [28],
demostraron que la formacién de perlas puede ser
debido al bajo peso molecular/concentracion y baja
viscosidad, alta tensién superficial o baja densidad
de carga. Podemos concluir que a bajas concentra-
ciones y alta la fuerza eléctrica generada, hace que la
solucidn solidifique el polimero de manera muy rapi-
day se acumule en forma de perlas o gotas dispersas
a una de las fibras esencialmente libre de gotas. Es-
to ocurre debido a un insuficiente enmarafiamiento
de cadenas en la solucién (entanglement) donde la
concentracion critica inicial Ci estd por debajo en la
concentracién [29].

En todas las figuras 1 B se aument6 el voltaje a Q
= 15 kV respecto a los tratamientos mostrado en las
figuras 1 A; en este caso se us6 una concentracion a
(10:1), en general se aprecian fibras interconectadas
y delgadas, no se observan perlas, en este tratamiento
se aumenta la distancia aguja-colector y el flujo varia
con cada distancia estudiada. En la figura 1 B (i), se
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aprecian fibras fusionadas con didmetros muy delga-
dos, esto pudo ocurrir debido a que el solvente no
se evaporé completamente en el trayecto, presentan
un didmetro promedio de 0.138 um y una desviacion
estandar de 0.059 um. El porcentaje de porosidad
de la muestra cargada con farmaco se encontrd que
era 57 %. En la figura 1 B (ii), con un aumento de
la distancia aguja-colector a d= 13 cm, se aprecian
fibras electrohiladas con menor fusion entre ellas,
presentan un didmetro promedio de 0.130 ym y una
desviacién estandar de 0.046 um. El porcentaje de
porosidad de la muestra cargada con farmaco se en-
contré que era 78.4 % lo que se podria concluir que
el solvente no se evapora en totalidad pero da al an-
damio una mayor porosidad en comparacién con las
membranas de las figuras 1 B (i). Se observan mejor
su homogeneidad de didmetro de las fibras. En la
figura 1 B (iii), con el aumento de la distancia a d=
15 cm y con una disminucién del flujo a Q = 0.05
mL/h, se observan fibras interconectadas, esto pudo
ser debido a que el solvente no se secd en el trayecto,
se observa menor porosidad en la membrana en com-
paracién con la figura 1 B (ii), presentan un didmetro
promedio de 0.174 um y una desviacién estandar de
0.067 um. El porcentaje de porosidad de la muestra
cargada con firmaco se encontrd que era 56.7 %.
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Figura 1. Micrografia SEM de electrohilado de PCL/CS
disueltos en TFA, a una concentracion w/w de: A (8:1)
y B (10:1); PCL/CS disueltos en TFA/DCM con carga
de TC, a una concentracién w/w de: C (8:1) y D (10:1).

De esta primera fase, se determiné que el aumen-
tar la concentracién de la mezcla polimérica trata-
miento B, se logran obtener fibras fusionadas con
mejor homogeneidad del didmetro de las mismas, se
obtuvo una mayor porosidad en las membranas en
comparacion con las fibras obtenidas del tratamien-
to A. También, se determiné que el aumento de la
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distancia aguja-colector permite un mayor secado y
solidificacion de las nanofibras.

3.1.2. Fase Il. Membranas electrohiladas con carga
de TC

En la figura 1 C se puede observar las fibras
de PCL/CS cuando se le agregé TC respecto a 1
g de PCL concentracién w/w (20:1). La PCL/CS a
una concentracion w/w (8:1), se puede evidenciar
que las fibras son homogéneas, distribuidas al azar
con muy pocos defectos lo que indicarfa que es una
membrana que tiene caracteristicas utiles para que la
distribucién del farmaco esté sobre la superficie y en
el interior de la fibra, presentan un didmetro prome-
dio de 0.282 um y una desviacion estdndar de 0.0803
um, la porosidad presentada en estas membranas fue
de 66.34 %.

En la figura 1 D, se observa que las fibras estan
interconectadas posiblemente debido a que el sol-
vente no se evapord en el trayecto causando bulbos
(material no electrohilado) y fusién entre ellas; pre-
sentan varios didmetros con un promedio de 0.104
um y una desviacion estdndar de 0.040 um; ademads
los beads serdn una caracteristica muy importante co-
mo soporte ttil en la retencién de farmacos para una
liberacion sostenida y controlada del principio activo
en su estudio de cinética de liberacion. La porosidad
presentada en estas membranas fue de 83.61 %.

De esta segunda fase se concluye que la mem-
brana del tratamiento C, presenta caracteristicas po-
tenciales para la liberacién de farmaco, ya que ésta
puede estar distribuida uniformemente en la fibra por
presentar menos defectos y el tamaiio de las fibras
inferiores a 0.3 um.

3.2. Analisis de grupos funcionales en materiales
y membranas por ATR-FTIR

En la figura 2, se muestran los espectros de ab-
sorcion ATR-FTIR de los espectros de PCL, CS,
TC puros y las membranas pre y post-tratamiento; la
asignacién de bandas se resume en la tabla 3. Se iden-
tifican facilmente bandas intensas de la PCL como
el enlace carbonilo (C=0) en modo de estiramiento
a 1723 cm~!. La banda a 2863 cm™' corresponde
a un estiramiento simétrico del metileno (CH,) y a
2942 cm™! se encuentra la banda asimétrica de esti-
ramiento del CH,. La banda a 1291 cm™! se asigna
a los enlaces C-O y C-C de la fase cristalina de la



Angela Patricia Sénchez Cepeda e al.

cadena principal de la PCL [20, 30]. Las bandas del
CS son débiles debido a su baja concentracién en las
membranas.

EI CS presenta picos caracteristicos correspon-
dientes al estiramiento de los grupos amino protona-
dos (enlace sencillo —NH;r) aproximadamente a 1644
y 1575 cm~! [31].Se hacen evidentes las bandas de
los grupos OH a 3356 cm™! y N-H a 3288 cm ™!, que
resultan de la desacetilacién a la que fue sometida
la quitina. También se aprecian las bandas del grupo
C-H a 2850 cm™!, grupo Piranésico a 1069 cm ™!y
grupo C-O-C a 1021 cm™' [32, 33].

Tabla 3. Modos vibracionales de los grupos funciona-
les bandas de absorcién de las membranas pre y post-
liberacion a partir de la solucién PCL/CS w/w (8:1) con
carga de TC en TFA/DCM v/v (4:1).

No.  Grupo Muestra
onda funcional

[em™1]

CS PCL TC Memb.

pre-liber.

Memb.
post-
liber.

3429
3288
2942
2942

Tension NHy
Tension N-H
Tension CHj3
Estiramiento —
asimétrico
CH,
Estiramiento
simétrico
CH,
Estiramiento
carbonil
Cc=0

Flexion
N-Hj3
Flexiéon C=0
y C=C
Tensién C=N
Tension
N-H,
Estiramiento
CoC

Memb. pre-lib.: Membrana pre-liberacion;
Memb.post-lib.: Membrana post-liberacion

<
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En la figura 2 (b), se observa el espectro del
clorhidrato de tiamina respecto a la membrana pre y
post-liberacién (ver tabla 3). El TC presenta un esti-
ramiento del enlace C-OH que se encuentra en 1039
cm~! (alcohol primario). En la banda 1536 cm™!
se encuentra el tiazol con un doble enlace del C=N;
en 1600 cm~! se observa el enlace de la pirimidina,
donde se aprecia un doble enlace entre C=C y C=N.
La banda del metilo se observa en 2942 cm ™! y en
la banda 3429 cm~! se encuentra un estiramiento
del NH; [34]. En conclusién, se observa que la in-
tensidad de las bandas de absorcién de la membrana
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pre-liberacion confirma que la PCL es el polimero en
mayor concentracién y la vitamina B la de menor
concentracion. En la membrana post-liberacion de
TC, se identifica la liberacién de la vitamina y se
observa mayor concentraciéon de PCL en €1, lo que
indica que si hubo liberacién del TC. Las bandas del
CS son débiles debido a su baja concentracién en las
membranas.
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Figura 2. Espectros FTIR de: (a) reactivos puros y
(b) membranas electrohiladas de PCL/CS pre y post-
liberacién de TC.

El estudio espectroscopico muestra que no hay
evidencias de reaccion quimica entre los componen-
tes que constituyen la membrana, no se observa nin-
gln desplazamiento de la frecuencia en las bandas
de los grupos funcionales caracteristicos respecto a
los correspondientes componentes puros, no hay una
interaccion mutua con formacién de enlaces covalen-
tes entre las cadenas de CS y PCL. Las interacciones
posibles entre los componentes poliméricos incluyen
enlaces de hidrégeno intermoleculares entre el ato-
mo de oxigeno del grupo carbonilo de la PCL y el
hidrégeno del grupo hidroxilo o ion amonio del CS,
lo que resulta deseable en un andamio biodegrada-
ble para la liberacién controlada de TC [35], porque
estos materiales tienen la capacidad de ser compa-
tibles con el tejido y de degradarse cierto tiempo
después de ser implantados dando lugar a productos
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que no son téxicos y pueden ser eliminados por el
organismo o metabolizados por éste.

3.3. Transiciones de fase por Temperatura de
Transiciéon por Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC) y estabilidad térmica por
Analisis Termogravimétrico (TGA)

Se determin la cristalinidad (X.) y temperatura
de fusién (7,,) de cada una de las muestras descritas
en la tabla 4. Estos andlisis se obtuvieron mediante el
programa TA Universal Analysis. En la figura 3 (a),
se observa las transiciones térmicas de los polimeros,
la TC y las membranas de PCL/CS con carga de TC.

Tabla 4. Anilisis térmico por DSC de muestras puras y
cargadas con TC.

Muestra X(%) Im (FC)
Policaprolactona (PCL) 48.33* 62.08
Quitosano (CS) — —**
Clorhidrato de Tiamina (TC) 100 243.62
Membrana de PCL/CS con car- 48.95* 62.09

gade TC

*X. = AH,,/AHy,, con AHj=139.5 J/g, entalpia
de fusion de la PCL 100 % cristalino [36]

** CS, evaporacién de agua

La policaprolactona (PCL) muestra un solo pico
endotérmico correspondiente al punto de fusién (7;,)
a 62.08°C con una entalpia de 67.85 J/g, muy cerca-
nos a los valores reportados por Murphy et al. [36],
el andlisis de quitosano (CS) mostrd un primer pico
endotérmico muy amplio en 82.48 °C debido a la
eliminacion de agua libre (desacetilacion), tiene una
entalpia de 273.3 J/g, Garcia et al. [37] reportan esta
eliminacién de agua (ver figura 3 (c)); ademds, se
detectd un pico exotérmico en 283.74 °C que podria
ser debido a la descomposicién de las cadenas de
quitosano con una entalpia de 60.04 J/g.

La causa de la diferencia en la 7, de estos poli-
meros puede ser debido a que las propiedades térmi-
cas de quitosano dependen del grado de acetilacion,
cristalinidad y peso molecular medio [38, 39]. La
T, del clorhidrato de tiamina (TC) esta en 243.62
°C con una entalpia de 103.2 J/g, se observa una
evaporacion de agua en 82.50 °C y la membrana de
PCL/CS con carga de TC presenta una 7, de 62.09
°C con una entalpia de 84.84 J/g. En conclusién, se
observa el pico endotérmico de la PCL mds repre-
sentativo en el andamio a diferencia del CS y TC, lo
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que hace su punto de fusién mds caracteristico en su
analisis térmico de fusion [40].
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Figura 3. Termogramas de los materiales y la membra-
na PCL/CS w/w (8:1) con carga de TC en TFA/DCM
v/v (4:1): (a) DSC, (b) TGA y (c) DSC del CS.

Debido a que las temperaturas de fusién de los
componentes estdn por arriba de los 50°C, se en-
tiende que las membranas son dimensionalmente
estables a la temperatura del cuerpo humano. las
membranas también son térmicamente estables pues-
to que se no se degradan por efecto de la temperatura,
estos se degradan por encima de los 200 °C.
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En la figura 3 (b), se presentan los termogramas
para determinar la degradacién y estabilidad térmica
de cada uno de los polimeros, el firmaco y la mem-
brana de PCL/CS con carga de TC realizado entre 50
y 600 °C. Se obtuvieron andlisis termogravimétrico
(TGA) mediante el programa TA Universal Analysis,
donde se reconoce el comportamiento térmico de
descomposicién mostrando la pérdida de peso y la
temperatura de descomposicion de cada muestra.

La pérdida de peso de la membrana de PCL/CS
con carga de TC se aprecia a una temperatura de
345.7 °C con una pérdida de masa que se relaciond
con un descenso del 90.39 %, esto en comparacion
con la PCL por presentar mayor porcentaje de po-
Iimero en la disolucién y que la policaprolactona
mostré un punto a 385.12 °C que corresponde al
cambio relevante en la rapidez de pérdida de masa
y que se relacion6 con un descenso del 97.82 % en
40.21 °C, visto como una caida casi vertical en el ter-
mograma TGA desde una temperatura de 385.12 °C
a425.33 °C [36]. La pérdida de peso del quitosano
(CS) se aprecia con un 56.86 % a una temperatura de
264.8 °C debido a la presencia de un grupo amino
libre en su estructura. El grupo funcional amino tie-
ne la posibilidad de formar enlaces de hidrégeno
intra e intermoleculares debido a su menor tamaio,
produciendo entrecruzamiento en las cadenas po-
liméricas; ademas, su estructura molecular es mas
amorfa favoreciendo este tipo de interaccion [41]. En
la estabilidad térmica del clorhidrato de tiamina (TC)
se observa dos etapas de pérdida de peso. La primera
pérdida de peso es de 45.21 % a los 207.9 °C, debido
a la evaporacién de agua. La segunda pérdida de pe-
so es de 28.47 % a 246.3 °C por la descomposicion
térmica de la TC.

3.4. Difraccion de Rayos X (DRX)

En la figura 4 (a), se observan los patrones de
difraccién de rayos-X de la policaprolactona, picos
que se generan a los angulos 19.58°, 21.22° y 23.68°.
Lo cual implica que el material posee una estructu-
ra semicristalina, datos coincidentes con los autores
Hernandez M. et al [42].
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Figura 4. Difraccion de rayos-X de: (a) Policaprolac-
tona, (b) Quitosano, (c¢) Clorhidrato de Tiamina, (d)
Membranas electrohiladas para estudios de la cinética
de liberacién.

El quitosano figura 4 (b) es cristalino y muestra
polimorfismo, como se evidencia por sus patrones
de difraccion de rayos X. Su estructura es diferente
de los alomorfos de la quitina y han sido refinadas
las estructuras cristalinas de varias formas incluyen-
do formas anhidras e hidratadas, asi como de varios
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tipos de sales. La forma hidratada del quitosano pre-
senta dos flexiones, a 10° y aproximadamente a 20°,
la forma anhidra exhibe un pico en 2 8 cerca de 15°.
El CS presenta una fase cristalina y amorfa, donde
las moléculas en estado s6lido estdn organizadas en
regiones cristalinas y coexisten con regiones amorfas,
por lo que se demuestra la estabilidad de la estruc-
tura del biopolimero como resultado del tratamiento
de desacetilacion heterogénea [33, 42].

En la figura 4 (c) se observa los datos de di-
fraccién de rayos X en el clorhidrato de tiamina,
presenta un pico agudo caracteristico a 2 6 = 8°,
18°, 25°, 26°, 28°, 30° que corresponde a la refle-
xioén plano del TC (www.rigaku.com/en/products/
xrd/miniflex/app006). Ademas de estos 6 picos hay
algunos picos no identificados que aparecen en el
patrén de DRX indicando que el TC es cristalino
[43].

En la figura 4 (d) se observa las membranas elec-
trohiladas con carga de TC presenta sefiales en el
patrén de DRX, picos que corresponden a la PCL en
2 8 =21°y 23°, por ser el biopolimero utilizado en
mayor concentracion es el tnico que se observa. El
patréon DRX de las membranas presentd una banda
amplia sin la presencia de sefales, entre 15-50° (2
0), lo cual esta de acuerdo con la estructura semi-
cristalina de este material. Ademas se observa dos
leves picos entre 10 'y 15° que corresponde a la forma
anhidrida del CS.

3.5. Angulo de contacto (Hidrofilicidad de las
fibras)

La determinacion de dngulo de contacto tedrico
de la PCL fue de 115.64° + 1.26° [3]. Para la deter-
minacién del dngulo de contacto de las membranas
de PCL/CS con carga de TC se deposité una gota
de agua sobre la membrana y se tomaron imagenes
durante 2:40 min, de los cuales se eligieron 3 tiem-
pos (1, 90 y 150 segundos) para medir los dngulos.
El quitosano es mas hidréfilo que la PCL; por lo
tanto, la adicién de quitosano en PCL posiblemente
cambiard la humectabilidad de la superficie de las
membranas.

Teniendo en cuenta este punto, en la tabla 5 se
encuentra los estudios de humectabilidad de 5 trata-
mientos por cada andamio de estudio donde se apre-
cia un incremento en la hidrofilicidad del 29.53 %
en el dngulo de contacto de la membrana PCL/CS
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w/w (8:1). Al inicio se obtuvo un angulo de 50.48°
4 2.02°, alos 90 s disminuy6 a 30.76° + 2.61° y a
los 150 s, se redujo hasta 21.23° + 2.69°, este valor
se mantuvo constante después de dicho tiempo, y la
gota se extendid sobre la membrana polimérica. La
hidrofilicidad de la membrana polimérica permite
tener una biodegradacion més rapida como sistema
portador de farmacos y su hidrdlisis serd mucho més
répida lo que indica que su eliminacién en el cuer-
po humano seré totalmente posterior a la liberacién
del principio activo. En el angulo de contacto de la
membrana de PCL/ CS w/w (10:1), se observa un
incremento del 37.41 % en la hidrofilicidad, respecto
al andamio de PCL/CS w/w (8:1). Al inicio se tenia
un dngulo de 42.83° + 3.39°, a los 90 s aumento a
69.00° £ 2.49° y alos 150 s se redujo hasta 65.22° +
2.39°, este valor se mantuvo constante después de di-
cho tiempo y la gota se extendi6 sobre la membrana
polimérica.

Tabla 5. Resultados de las mediciones de dngulo de con-
tacto estdtico del agua de las membranas electrohilados
de PCL/CS (8:1) Y (10:1) con carga de TC.

Tiempo (s)

,I;I;’ 1 90 150

Memb. Ang. Desv.| Ang. Desv.| Ang. Desv.
(0) (0) (0)

1 57.75 2.64 | 35.83 1.21 | 26.13 3.22
‘lzjfv]‘_]‘/CS 2 51.52 1.08 | 23.08 5.28 | 20.30 2.11
8:1) 3 51.37 0.48 | 39.98 291 |20.76 2.19
CO.Il 4 62.10 3.67 | 30.26 1.60 | 17.53 3.82
carga 5 29.70 2.26 | 24.65 2.06 |21.45 2.15
de TC Prom. 50:48 2.02 130.76 2.61 |21.23 2.69

Imagen| ‘ ‘ _——

1 43.11 0.66 | 40.38 0.77 | 40.77 3.01
\I,DV(/:V];/CS 2 41.75 2.06 | 39.34 0.77 | 38.86 2.68
(10:1) 3 38.01 3.91 |26.86 1.57 | 19.83 3.08
Con. 4 53.48 2.53 | 46.75 1.58 | 42.88 2.03
e |Prom.[43:84 251 4447 144 4151 2.64

—— SN

Memb.: Membrana; TT: Tratamiento; Ang.: Angulo;
Desv.: Desviacion estandar; Prom.: Promedio.

Se concluye que las fibras més finas produci-
rdn un 4rea de contacto liquido-sélido mas peque-
flo y aumenta el drea de contacto aire-liquido cuan-
do se coloca una gota de agua sobre la superficie
de la membrana, lo que lleva a un dngulo de con-
tacto superior (superficie hidrofébica), esto ocurre
con la membrana de PCL/CS (10:1) que presenta un
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didmetro promedio de las fibras de 0.104 pum. Ade-
mads, la composicién y el didmetro de la fibra en
conjunto determinan los dngulos de contacto de la
membrana polimérica debido a la naturaleza de los
polimeros naturales y sintéticos. En la membrana
PCL/CS (8:1), el promedio de los didmetros de las fi-
bras fue de 0.317 um, un didmetro de fibra mayor a la
membrana de PCL/ CS (10:1), por lo tanto su 4ngulo
de contacto fue menor (superficie hidrofilica) debido
a que esta membrana tenia mayor concentracién de
quitosano (polimero hidrofilico).

En la figura 5 se muestra las mediciones de 4n-
gulo de contacto para las diferentes membranas car-
gadas de TC, donde se hace evidente la disminucion
del angulo de contacto concluyendo que la mezcla
de la PCL con biopolimeros hidréfilos, mejora las
propiedades de las membranas poliméricas como
resistencia, alta porosidad y bioactividad para facili-
tar la adhesion celular y su facil degradacion dentro
del organismo como lo reportan Barrera y Tan et. al
[3, 44].

65+
60 4 ‘

®  Andamio PCL/CS w/w (10:1) con carga de TC
® Andamio PCL/CS w/w (8:1) con carga de TC
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Figura 5. Medicién de Angulo de contacto vs Tiempo

para las membranas electrohiladas de PCL/CS w/w (8:1)

y (10:1).

3.6. Ensayos mecanicos de las membranas en
estudio

En la figura 6 se observa los ensayos mecédnicos
donde se determiné que la membrana de PCL/CS
w/w (8:1) con carga de TC presenté un valor de
esfuerzo a la tension de 0.63 MPa, un médulo de
Young de 5.55 MPa y una elongacién a la ruptura
de 78.7 % (ver tabla 6) en comparacion de la mem-
brana de PCL/CS w/w (10:1) con carga de TC que
presentd una disminucién del valor de esfuerzo a la
tension de 0.50 MPa, un médulo de Young de 1.86
MPa y una elongacién a la ruptura de 221.4 %; donde
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la elongacién a la ruptura aumenta en la membrana
de PCL/CS w/w (10:1) con carga de TC debido al
aumento de su peso molecular y los defectos de las
fibras como bulbos y didmetros menores entre 0.104
=+ 0.044 um que componen la membrana en compa-
racién del didmetro de las fibras homogéneas de la
membrana PCL/CS w/w (8:1) que estuvieron entre
0.282 4 0.138 um (ver figura 1 D).
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Figura 6. Curvas de tensién-deformacién de las mem-

branas electrohiladas de: PCL/CS w/w (10:1) con carga

de TC (a) TT1, (b) TT2, (c) TT3 (d) TT4 y (e) PCL/CS

w/w (8:1) con carga de TC TT1.

Tabla 6. Pruebas de tension de las membranas electro-
hilados de PCL/CS w/w (8:1) y (10:1)

PCL/CS w/w con carga de TC

Pardm. - “275 (10:1)

TT1 TTI TT2 TTI3 TT4 Prom.
o max. 0.63714 0.52579 0.73315 0.29882 0.46965 0.50685
(Mpa)
E elast. 5.55888 2.06965 2.40596 1.7348 1.24867 1.86477
(MPa)
€ max. 0.07874 0.20998 0.24278 0.12467 0.3084 0.22146

Pardm.: Parametros; TT: Tratamiento; Prom.: Promedio
o max. (Mpa): Esfuerzo maximo en MPa

E elast. (MPa): Mddulo de Young en Mpa

€ max. : Deformacién méaxima

Los resultados dependen de la composicién del
material, de imperfecciones microscépicas, de la ma-
nera en que esté fabricado, de la velocidad de carga
y de la temperatura durante la prueba [45, 46].

Barrera [3], reporta los valores de esfuerzo a la
tension de las membranas de PCL que se encuentra
alrededor de 3 MPa, con elongacién a la ruptura de
170 % aproximadamente. Se concluye que la mezcla
de polimeros naturales y sintéticos mejoran las pro-
piedades mecdnicas de los polimeros puros; ademads,
que las fibras homogéneas con minimos defectos
tienen mayor esfuerzo a la tensién como es la mem-
brana de PCL/CS w/w (8:1) en comparacién de la
membrana de PCL/CS w/w (10:1) que presenta me-
nor esfuerzo a la tension que puede ser debido a sus
fibras heterogéneas y didmetros menores.
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3.7. Microscopia electronica de transmision
(TEM) y Microscopia de Fuerza Atémica
(AFM)

Para evaluar la morfologia y la dispersabilidad
de TC en la nanofibra con PCL y CS se utiliz6 la
microscopia electrénica de transmisién (TEM). En
la figura 7 (a,b), se observa que el haz de electrones
incidente atraves6 la muestra permitiendo ver la som-
bra de detalles finos como es el formaco (compuesto
organico que se mezcla en la solucién polimérica)
dentro de las fibras de PCL, esto indica que la vi-
tamina B se encuentra distribuida en la membrana
polimérica.

Las imigenes obtenidas por AFM (figura 7 (c,d)),
muestran que las particulas orgédnicas se encuentran
superficialmente en las membranas poliméricas ob-
tenidas por solucién nanométrica. En la figura 7 (c)
se observa la estructura coraza/nicleo (core/shell)
donde en el interior de la fibra (nicleo) el CS con
farmaco se deposita en forma de fibra, se compar6
con el estudio hecho por Gémez et al. [47]. En la
figura 7 (d) las fibras presentan incrustaciones de CS
con farmaco sobre la superficie (coraza) esto se pudo
haber dado debido a que la PCL es hidrofébica y el
CS es hidrofilico y su inmiscibilidad hace que el po-
limero de CS con TC se adhiera a la superficie de la
fibra en forma de incrustaciones. El TC se distribuye
en las nanofibras, tanto en su interior como en su
superficie mezclandose con la PCL y CS [3, 48];

Incrustaciones

CS con TCf——

Nucleo

Figura 7. Microestructura de las fibras obtenidas por
electrohilado de los polimeros de PCL/CS a una concen-
tracion w/w (8:1) disueltos en TFA/DCM a una concen-
tracién v/v (80:20) con una carga del 5% w/w de TC
respecto a 1 g de PCL (a,b) TEM y (c,d) AFM.
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Figura 8. (a) Curvas de absorbancia de TC en solucién
buffer PBS al 0.1 M, (b) Curva de calibracién empleada
en los estudios de liberacién de TC a A = 235.56 nm y
(c) Curvas de liberacién de TC para las membranas de
PCL/CS w/w (8:1) y (10:1), respectivamente.

3.8. Cinética de liberacion del Clorhidrato de
Tiamina (Vitamina B;)

En la figura 8 se muestran las curvas de absor-
bancia, calibracién y liberacién de TC de las mem-
branas de PCL/CS. En la figura 8 (a) se observa que
el incremento en la concentracidén del farmaco de
clorhidrato de tiamina tiene el efecto de aumentar el
valor de la absorbancia. En la figura 8 (b), se obtuvo
una respuesta lineal con un coeficiente de correla-
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cién >0.995 en un intervalo de concentraciones de
5-160 pg/mL.

En la figura 8 (c) se muestran las curvas de li-
beracion de TC en funcién del tiempo para las dos
membranas con concentraciones de PCL/CS (8:1)
y (10:1). Se observa que la cinética de liberacién
del principio activo es similar en ambos casos; a las
15 horas se alcanza una liberacion sostenida del TC,
que se mantiene por lo menos 60 h. Sin embargo, la
membrana de PCL/CS w/w (10:1) libera el 85 % de
la vitamina en tanto que el PCL/CS w/w (8:1) solo
libera el 65 %. Estos resultados indican que la mem-
brana electrohilada de PCL/CS w/w (8:1) disueltos
en TFA/DCM v/v (80:20) con una carga de TC res-
pecto a la PCL w/w (20:1), (ver figura 1 D), es una
membrana adecuada para una liberacién controlada
de vitamina, por sus fibras homogéneas, con mini-
mos defectos y bulbos, cargadas tanto en su interior
como exterior por el TC a diferencia de la membrana
de PCL/CS a una concentraciéon w/w (10:1) (ver fi-
gura 1 C), fibras no homogéneas, beads y didmetros
de fibras menores donde su area superficial es mayor
y su cinética de liberacién es mds rdpida.

En la figura 9 se observa el perfil de liberacién
del TC a las concentraciones establecidas para el
estudio de liberacion. En la figura 9 (a) fase I se ob-
serva que a tiempo de 3.5 horas (valor del tiempo en
horas en la figura 9 (a) y (c) de O - 1.3) los valores de
n calculados para las formulaciones que contienen
TC son cercanos a 0.5, a medida que aumenta el con-
tenido de PCL figura 9 (b), en las dos formulaciones
con igual contenido de CS se produce un aumento de
n, lo que evidencia que la liberacién del clorhidrato
de tiamina en la primera hora depende de un proceso
de difusién a través de la matriz polimérica hinchada
y a través de los poros formados en el biomaterial
una vez que este entra en contacto con la disolucién
buffer de fosfato, obteniéndose en las dos formula-
ciones valores de n entre 0.37107 y 0.42066 (ver
tabla 10), que corresponde a la fracciéon de TC que
estd ocluida en el material, pero muy préxima de la
superficie.

(a)
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Figura 9. Perfil de liberacién del clorhidrato de tiamina
(a, b) PCL/CS w/w (8:1), (c, d) PCL/CS w/w (10:1).

En las siguientes horas la liberacién de TC va a
depender basicamente de lo que pueda avanzar frente
al hinchamiento y el proceso de difusién se hace mas
lento, debido a que el TC debe recorrer un mayor ca-
mino para llegar al exterior. Cuando el medio externo
penetra a la membrana, el polimero que inicialmente
presenta un estado vitreo, se hincha y su temperatura
de transicion vitrea puede alcanzar valores inferiores
a la temperatura del medio que lo rodea, pasando a

un estado tipo elastomérico. En estas condiciones, el
soluto difunde desde las regiones hinchadas al medio
externo y su liberacién est4 controlada por la velo-
cidad de desplazamiento y posicion de la interfase
vitrea/eldstica.

En la figura 9 (b) y (d) fase II se aprecia una
disminucién del valor de n en el tiempo, entre 0.056
y 0.0788 (ver tabla 10) confirmandose de esta forma
que la matriz polimérica PCL/CS es la encargada de
controlar el proceso de liberacién hasta 192 horas
(valor del tiempo en horas en la figura 9 (a) y (c) de
1.5 - 5), ya que el TC liberado sigue un mecanismo
de difusion Fickian a través de la matriz polimérica.

Figura 10. Coeficiente de difusion (n) obtenido de la
ecuacién de Ritger y Peppas en diferentes instantes de

tiempo.
Fig. Tiempo PCL/CS (8:1) - PCL/CS (10:1)
Fase (h) n k n k
Fase 1-3.5
1@ g psy 07 092 © 042 15
Fase ) 45-192° 056 036 (d 0788 -0.82
I (1.5-5)

En la figura 11 se observa las micrografias de
degradacién que tuvo las membranas poliméricas
posteriores a 9 dias en PBS. Las nanofibras se hin-
chan por la disolucién en PBS (solucién hidréfila) y
la hidrdlisis de los polimeros, formando una mem-
brana irregular con muchos agujeros; también hay
ruptura y disminucién del didmetro de la fibra co-
mo se observa en la figura 11 (a), y cambios en la
morfologia de las fibras como hinchamiento por la
hidrélisis, figura 11 (b).

Figura 11. Micrograffa SEM del estudio post-liberacién
de las membranas disueltos en PBS posterior a los 9
dias: (a) PCL/CS w/w (8:1) y (b) PCL/CS w/w (10:1).

La hidrdlisis es una reaccién bimolecular en la
que el agua y el grupo funcional que posee el enlace
1abil estan involucrados. El proceso de degradacion
consiste en dos etapas: primero, comienza una rotura
aleatoria de enlaces éster, lo que conduce a una dis-
minucién en las propiedades mecénicas y reduccion
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de la masa molecular del polimero. En la segun-
da etapa, existe un mayor desarrollo de rotura en
los enlaces éster, lo que propicia una disminucién
de tamaifio en las cadenas moleculares; provocando
pérdidas de masa. Mediante la introduccién de un
segundo polimero en la solucién polimérica, muchas
de las propiedades de la mezcla polimérica pueden
ser influenciadas, tales como cristalinidad, la tempe-
ratura de transicidn vitrea o el tiempo de degradacion.
Los polimeros hidréfilos ocupan grandes cantidades
de agua, esto provoca un aumento en sus tasas de
degradacidn correspondientes [49, 50].

4. Conclusiones

Se concluy6 que los biopolimeros la PCL y CS
usados en este estudio con propiedades fisico quimi-
cas diferentes permiten ser mezclados con el TC a
partir de disolventes orgdnicos permitiendo su mis-
cibilidad y biocompatibilidad bajo los andlisis de
FTIR. Esta mezcla polimérica mejora las propieda-
des de las membranas como su resistencia mecénica
por medio de la técnica de electrohilado facilitando
la adhesién celular y su biodegradacién en el organis-
mo para una liberacidn controlada de farmacos, esta
técnica no genera cambios quimicos en los compo-
nentes, lo cual indicaria que se presenta solo cambios
fisicos.

En este estudio se consigui6 electrohilar la mez-
cla de PCL y CS con bajos voltajes y distancias
cortas entre aguja-colector lo que generaria unos
pardmetros nuevos en la fabricacién de membranas
poliméricas para la liberacién controlada de farma-
cos. Las concentraciones éptimas en el electrohilado
con las cuales se obtuvo una disolucién homogénea
con alto coeficiente dieléctrico para la fabricacion de
membranas poliméricas fueron: PCL/CS w/w (8:1)
con una carga de TC respecto a la PCL w/w (20:1) en
una mezcla de disolventes TFA/DCM v/v (80:20) pa-
ra obtener membranas con nanofibras homogéneas,
minimos defectos, sin bulbos de PCL/CS vy alta capa-
cidad de liberacién de un 65 %, bajo los pardmetros
de electrohilado de: flujo de inyeccién de 0.4 mL/h,
voltaje de 13 kV y distancia aguja-colector de 10 cm.
En el tratamiento de PCL/CS w/w (10:1) se comprue-
ba que la vitamina fue liberada hasta un 85 % en 60
horas, lo que indica que fue mds rdpida la liberacién
en comparacién con el tratamiento de PCL/CS w/w
(8:1) debido a los defectos como bulbos y didmetros
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menores. En las dos formulaciones estudiadas el pro-
ceso de difusiéon cumple con la ley de Fick y el TC
difunde a través de la matriz polimérica hinchada y
los poros formados en el biomaterial.
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