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Resumen

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y estructurales, las nanofibras
compuestas por polimeros son de gran interés como vehiculos para el desarrollo de
sistemas de liberacion controlada de farmacos, ya que pueden favorecer la
farmacocinética y biodistribucion del principio activo. Adicionalmente, ofrecen la ventaja
de reducir los efectos secundarios a partir de una dosis Unica, prolongando asi la vida
atil del principio activo y consecuentemente su efecto terapéutico. En este sentido, la
combinacion PVA/CTS/HA, resulta potencialmente atractiva para su uso como sistema
de liberacion de farmacos en forma de colecciones de nanofibras, ya que su
microestructura puede promover la liberacion dirigida a un sitio especifico. Por su parte,
la curcumina es un farmaco que presenta gran variedad de actividades bioldgicas y
farmacoldgicas beneficiosas. No obstante, la aplicacion clinica generalizada de este
agente eficaz contra el cancer se ha visto limitada debido a su escasa solubilidad en
agua y la minima biodisponibilidad sistémica. En este trabajo se presenta un estudio
para la obtencidén de un sistema de liberacion farmacolégica controlada de curcumina
basado en nanofibras PVA/CTS/HA de calidad, con la finalidad de mejorar la
biodisponibilidad sistémica del principio activo. El objetivo principal es desarrollar un
material bifuncional como sistema de liberacion controlada de curcumina y como

estructura para la cicatrizacion de heridas.

Palabras clave: Nanofibras, Quitosano, PVA, Acido Hialurénico y Curcumina.



Abstract

Due to their physicochemical and structural characteristics, nanofibers composed of
polymers are of great interest as vehicles for the development of controlled drug release
systems, since they can favor the pharmacokinetics and biodistribution of the active
ingredient. Additionally, they offer the advantage of reducing side effects from a single
dose, thus prolonging the useful life of the active ingredient and consequently its
therapeutic effect. In this sense, the PVA/CTS/HA combination is potentially attractive
for use as a drug delivery system in the form of nanofiber collections, since its
microstructure can promote release directed to a specific site. As for curcumin it’s a drug
that has a wide variety of beneficial biological and pharmacological activities. However,
widespread clinical application of this effective anticancer agent has been limited due to
its poor water solubility and minimal systemic bioavailability. In this work, a study is
presented to obtain a controlled pharmacological release system for curcumin based on
quality PVA/CTS/HA nanofibers, with the aim of improving the systemic bioavailability
of the active ingredient. The main objective is to develop a bifunctional material as a

controlled release system for curcumin and as a structure for wound healing.
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1. Introduccidn

Los sistemas de liberacion de farmacos permiten la liberacion del principio activo
para lograr la respuesta terapéutica deseada. No obstante, los sistemas
convencionales, como lo son las tabletas, capsulas, jarabes y unglentos, entre otros,
presentan baja biodisponibilidad y fluctuaciones en la concentracién del farmaco en
plasma sanguineo, impidiendo la liberacidn sostenida. Por el contrario, en los sistemas
de liberacion controlada, la concentracion del farmaco se mantiene constante en el
plasma sanguineo y en los tejidos durante un periodo de tiempo prolongado,
generalmente 12 horas o mas.!

Los sistemas de liberacion controlada se han desarrollado para modificar la via de
administracion en beneficio del paciente, mejorar la biodisponibilidad, cambiar el perfil
de liberacion del farmaco o mejorar una formulacion para una nueva presentacion y
linea de venta.? Existen muchos tipos de vehiculos para la administraciéon sostenida de
farmacos, como los liposomas, polimeros solubles, microesferas, proteinas
conjugadas, hidrogeles, nanoparticulas y nanofibras.®4 En particular, los materiales
poliméricos en forma de nanoparticulas y nanofibras son de gran interés como
vehiculos para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada, ya que pueden
favorecer la farmacocinética y biodistribucion del principio activo.®> Actualmente, se ha
potencializado el desarrollo de formulaciones de polimeros tipo matriz para la liberaciéon
sostenida de principios activos que ofrezcan la ventaja de reducir su toxicidad,
aumentando su eficiencia y selectividad a partir de una dosis Unica, prolongando asi su
vida atil.14

Las nanofibras basadas en polimeros presentan caracteristicas sobresalientes para
ser empleadas como sistemas de liberacion de farmacos, ya que poseen una alta
relacion area superficial/volumen y porosidad, resistencia mecanica superior,
flexibilidad y facilidad de modificacion de la superficie; haciéndolas atractivas para otras
aplicaciones biomédicas, entre ellas la ingenieria de tejidos.*® Aunado a esto, sus
caracteristicas estructurales, tales como didmetro, morfologia y porosidad, pueden ser
moduladas para obtener una amplia gama de perfiles cinéticos para la liberacion de

farmacos.!



La incorporacion de principios activos en colecciones de nanofibras ha demostrado
ser un método eficiente para la administracion in situ de una amplia gama de farmacos
debido a que presentan una alta capacidad de carga, alta eficiencia de encapsulacion,
la liberacion de multiples farmacos y mejora la solubilidad de los farmacos de forma
mas rentable.” Adicionalmente, su microestructura mimetiza la estructura y funcién de
la matriz extracelular, lo que promueve la liberacion dirigida a un sitio especifico.® Dicha
microestructura minimiza las desventajas de la perfusion sistémica con el farmaco libre
u otro sistema de administracion de farmacos, y maximiza la accion del farmaco activo
mediante una liberacién controlada y sostenida directamente en el sitio de accién.®

Para lograr la liberacion inmediata del farmaco, las colecciones de nanofibras se
fabrican empleando un polimero o mezclas de polimeros adecuados; con alta
biocompatibilidad y biodegradabilidad para su 6ptima asimilacion y eliminacién del
cuerpo humano.! Las nanofibras utilizadas en el desarrollo de sistemas de liberacién
de farmacos son fabricadas comunmente empleando la técnica de electrohilado, ya que
se trata de una metodologia sencilla, versatil y econémica.'°

En particular, el empleo de polimeros solubles en agua para el desarrollo de
nanofibras como sistema de liberacion de farmacos ofrece ventajas adicionales. Las
nanofibras poliméricas eliminan la posible toxicidad causada por solventes organicos,
y representan un paso significativo hacia el electrohilado sin el uso de agentes toxicos
y contaminantes en la elaboracién de sistemas de liberacion de farmacos de uso
humano.*

Entre los diversos polimeros solubles en agua que pueden ser usados para este fin,
se encuentran el poliuretano (PU), 6xido de polietileno (PEO), polivinilpirrolidona (PVP)
y el alcohol polivinilico (PVA). El PVA es de gran interés para este proyecto de
investigacion debido a su biocompatibilidad, alta electrohilabilidad, adhesividad,
resistencia, propiedades adecuadas de hinchamiento y mecanicas, no carcinogenicidad

y capacidad de formacién de peliculas o fibras.*®
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Figura 1. Estructura quimica del monémero del PVA.

Por otra parte, el quitosano (CTS, por sus siglas en inglés: chitosan), es un polimero
natural biocompatible, biodegradable, no téxico, con capacidad antimicrobiana, y puede
acelerar el proceso de coagulacién.” Debido a la presencia de grupos funcionales -NH2
y -OH en sus cadenas, el CTS puede ser modificado quimicamente, ademas de estar
disponible a gran escala por su proveniencia de desechos de crustaceos.®1° Estas
caracteristicas lo hacen un vector prometedor para la administracion de farmacos, no
obstante, su electrohilabilidad es muy baja debido a sus caracteristicas de polielectrolito

cationico.

HOH,C HN

NH; HOH,C

Figura 2. Estructura quimica del monémero del CTS.

En este sentido, un polielectrolito anidnico utilizado para neutralizar las cargas
positivas en los grupos amino del CTS en solucion, es el acido hialurénico (HA por sus
siglas en inglés: hyaluronic acid).!* ElI HA es un polisacéarido natural y un componente
fundamental de la matriz extracelular, el cual se utiliza ampliamente en la ingenieria de

tejidos y la medicina regenerativa.1°
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Figura 3. Estructura del monémero del acido hialurénico.

Investigaciones recientes relacionadas a la produccion de nanofibras basadas en
CTS se fundamentan en la elaboracion de mezclas de CTS con polimeros altamente
electrohilables, como el PVA. Los biomateriales compuestos de mezclas de PVA/CTS
no son téxicos, son biocompatibles y faciles de ajustar para su uso como materiales
antimicrobianos. El PVA suele mezclarse con CTS para facilitar su electrohilado y
mejorar sus propiedades mecanicas.!?

De acuerdo a Cansu et al.,, las nanofibras de la mezcla PVA/CTS han sido
analizadas como sistemas de liberacion de analgésicos, antiinflamatorios no
esteroideos, acidos nucleicos, entre otros.® Se ha reportado en la literatura la carga de
algunas moléculas en este tipo de nanofibras, como antibiéticos (ofloxacino,
gentamicina, tetraciclina), factores de crecimiento (hormona del crecimiento), drogas
anti-cancer (curcumina, doxorrubicina) y nanovacunas con lisados de células
tumorales, por mencionar algunos.’.812-15

Por su parte, la mezcla CTS/HA presenta mejor biocompatibilidad, mayor actividad
antimicrobiana, mejora la cicatrizacion de heridas, tiene alta adhesividad celular, es un
excelente soporte para la condrogénesis e incrementa la produccién de colageno tipo
11.8 Bajo condiciones fisiolégicas, esta mezcla presenta dualidad funcional, por ejemplo,
para el uso de andamios en ingenieria de tejidos y sistemas de liberacion de farmacos
mas eficientes.”1%1% Sin embargo, esta combinacion presenta propiedades mecanicas
bajas, como baja electrohilabilidad y tendencia a la formacién de precipitados, las

cuales pueden ser mejoradas con la adicion de PVA.
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Debido a sus propiedades fisicoquimicas, como la elevada conductividad,
viscosidad y pH acido, la combinacién PVA/CTS/HA, resulta potencialmente atractiva
para su uso como sistema de liberacion de farmacos en forma de colecciones de
nanofibras. Al momento, solo se ha encontrado un reporte de la producciéon de
nanofibras mediante electrohilado de esta mezcla tricomponente.” De acuerdo a
Hosseini et al., la mezcla PVA/CTS/HA en forma de nanofibras es biocompatible y
biodegradable, y con base en sus resultados con alta afinidad en el organismo, no toxica
y con capacidad antibacteriana.’

Esta mezcla tricomponente ha sido poco estudiada como sistema de liberacion de
farmacos. Por lo tanto, resulta de gran interés explorar su uso como agente de
liberacidon de farmacos debido a su potencial uso como andamio celular. Se ha
demostrado que las nanofibras pueden brindar un mecanismo de liberacion sostenida
después de una liberacion explosiva inicial, y al mismo tiempo son capaces de
promover la proliferacion celular.”

Por otro lado, la curcumina, un fitoquimico polifenélico natural, ha atraido una
atenciéon considerable en los ultimos afios debido a su gran variedad de actividades
biologicas y farmacolégicas beneficiosas que incluyen actividad antiinflamatoria,
anticancerigena, antimicrobiana, antioxidante y para la cicatrizacién de heridas.® Sin
embargo, la aplicaciéon clinica generalizada de este agente relativamente eficaz en el
cancery otras enfermedades, se ha visto limitada debido a la escasa solubilidad acuosa
y, en consecuencia, a la minima biodisponibilidad sistémica.'® Este inconveniente se ha
abordado desde el punto de vista de la nanotecnologia, incorporando la curcumina en
nanofibras PVA/CTS, debido a que los componentes de dimensiones nanomeétricas
pueden pasar mas facilmente a través de la membrana celular e interaccionar mas

rapidamente con los sistemas bioldgicos.*3
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Figura 4. Estructura quimica de la curcumina.

Partiendo de estos antecedentes, el presente trabajo de tesis de Maestria propone
la obtencion y caracterizacion de un sistema de liberacion de farmacos tricomponente
basado en nanofibras de PVA/CTS/HA, como modelo de liberacion de curcumina. El
interés en la obtencion de este tipo de estructuras reside en la necesidad de desarrollar
biomateriales con actividad potencial como sistemas de liberacion que transporten y
liberen farmacos de manera controlada para disminuir los efectos secundarios, y que
podrian a su vez funcionar como andamio celular. La Figura 5 muestra las diversas

aplicaciones biomédicas de las nanofibras.
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Figura 5. Aplicaciones biomédicas de las nanofibras.
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2. Justificacion

Las colecciones de nanofibras han recibido atencion considerable como sistemas
de administracion de farmacos para la liberacion controlada y como estructuras para la
cicatrizacion de heridas. Se caracterizan por tener una gran capacidad de carga, alta
eficiencia de encapsulacion, pueden mejorar la biodisponibilidad de los farmacos y la
rentabilidad.

En particular, el sistema PVA/CTS/HA es de gran interés para la generacion de
sistemas de liberacion farmacoldgica debido a que es una mezcla biocompatible,
biodegradable, con alta afinidad celular en el organismo, no es toxica y presenta
actividad antibacteriana.” Sin embargo, al momento solo se tiene un reporte de la
produccién de nanofibras mediante electrohilado de esta mezcla tricomponente.’

La curcumina es un farmaco que regula multiples vias de sefalizacién intracelulares
implicadas en el cancer.1® Sin embargo, tiene una baja biodisponibilidad oral debido a
su baja solubilidad en agua. Una estrategia para mejorar su solubilidad acuosa y, por
lo tanto, su biodisponibilidad oral, es el uso de nanofibras como vehiculo.’

Mediante la optimizacién de los parametros de electrohilado y de la solucién, sera
posible obtener nanofibras PVA/CTS/HA de buena calidad cargadas con curcumina con
propiedades fisicas y mecanicas adecuadas.

Las colecciones de nanofiboras PVA/CTS/HA podran proporcionar una alta
capacidad de carga del farmaco con una liberacién controlada, ademas de ser un
sistema ideal para promover la proliferacion celular. De esta manera, sera posible
obtener un material bifuncional: un sistema de liberacién de farmacos con potencial

para el cultivo celular que podria favorecer la cicatrizacion de heridas.

3. Hipétesis

La combinacion PVA/CTS/HA en forma de nanofibras proveera una gran capacidad
de carga y liberacion controlada de curcumina mejorando su biodisponibilidad. Esto se
lograra mediante la optimizacion de los parametros de electrohilado y de la mezcla

15



tricomponente, para obtener nanofibras uniformes con propiedades fisicas y mecanicas

adecuadas. El PVA reforzara las propiedades mecanicas de la coleccion de nanofibras,

ya que la mezcla CTS/HA se caracteriza por poseer propiedades mecanicas pobres por

su alta viscosidad y naturaleza iénica.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Obtener un modelo de liberacién controlada de curcumina a partir de la mezcla

PVA/CTS/HA, mediante la degradacion de la matriz polimérica.

4.2 Objetivos especificos

42.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

Estandarizar los parametros de electrohilado y de la proporcion
de mezcla PVA/CTS/HA, para la obtencion de colecciones de
nanofibras tricomponente de buena calidad microestructural.
Establecer las condiciones adecuadas para la carga de la
curcumina en la mezcla tricomponente, sin afectar la calidad
microestructural.

Caracterizar las colecciones de nanofibras de PVA/CTS/HA y
PVA/CTS/HA cargadas con curcumina mediante Microscopia
Electronica de Barrido de Alta Resolucion de Emision de
Campo (FESEM por sus siglas en inglés: Field Emission
Scanning Electron Microscope), Infrarrojo Transformada de
Fourier (FTIR por sus siglas en inglés: Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy), analisis termogravimétrico (TGA por
sus siglas en inglés: Thermal Gravimetric Analysis) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en
inglés: Differential Scanning Calorimetry).

Analizar la cinética de liberacion del farmaco in vitro vy
establecer su mecanismo mediante el ajuste a modelos

tedricos.

16



5. Marco teodrico

5.1Sistemas de liberacion de farmacos

Actualmente, existe un interés creciente en la fabricacion de sistemas de liberacion
farmacoldgica controlada a base de polimeros, que sean capaces de proporcionar una
administracion controlada y sostenida del farmaco en un sitio objetivo para mejorar los
efectos terapéuticos.® En estos sistemas, la velocidad de liberacién del farmaco esta
controlada por las propiedades del polimero, aunque existen factores de menor
influencia, como el pH del medio dénde se va a liberar.?

Se han estudiado varios tipos de vehiculos para la liberacion controlada de
farmacos, entre los que se pueden mencionar las microesferas, polimeros solubles,
hidrogeles, nanofibras y nanoparticulas. Sin embargo, debido a su gran area de
superficie especifica, los nanotransportadores son sistemas de tamafio submicrénico
gue ofrecen una mayor carga o dosificacion por unidad de volumen. También
proporcionan una biodisponibilidad mejorada del farmaco, en el momento y en el lugar
en que se necesite (circulan durante periodos mucho mas largos que el farmaco de
manera individual). Por lo tanto, se puede lograr un mayor transporte intracelular de
farmacos con nanotransportadores.?

Entre ellos han destacado las nanofibras poliméricas, debido a que poseen varias
ventajas, como su gran area superficial, alta porosidad y una microarquitectura que
mimetiza a la matriz extracelular, lo que puede ademas aprovecharse simultdneamente
para el cultivo celular. Las nanofibras poliméricas se han estudiado para la
administracion de la liberacién de diversos farmacos, oxigeno, genes y proteinas.*

Las nanofibras pueden producirse mediante auto-ensamblado, separacion de fases
y electrohilado (electrospinning en inglés). La separacion de fases se limita a polimeros
especificos, se forman dos fases y se requiere la separacion de una de ellas, ademas
de que no es posible formar fibras largas contintias,® lo que a su vez limita su aplicacion.

Por su parte, el auto-ensamblado es un proceso mas complejo con el que se obtienen
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nanofibras de pequefio didmetro a un alto costo.® En cambio, el electrohilado es una
técnica sencilla de bajo costo y muy versatil ya que permite el control del diametro de
las nanofibras, del espesor de la coleccion de nanofibras resultantes y las soluciones
poliméricas a electrohilar pueden cargarse con componentes deseables; en éste caso

un farmaco.3°

5.2Electrohilado para fabricacion de sistemas de liberacién de
farmacos

El electrohilado se ha convertido en una de las técnicas con mayor potencial para
producir nanofibras. A partir de esta técnica, es posible producir una membrana de
nanofibras cargada de un farmaco y empleando una solucién polimérica como
vehiculo.® El electrohilado tradicional es el método mas simple para la produccién de
nanofibras. Inicialmente, los polimeros se disuelven directamente en un sistema
disolvente antes del electrohilado. Enseguida, la molécula de farmaco disuelta se
incorpora junto con los polimeros antes del electrohilado, o se carga después de la
produccién de nanofibras.® La carga exitosa del farmaco en las nanofibras es la clave
para mejorar la liberacién sostenida del principio activo.* La configuracién estandar de
electrohilado esquematizada en la Figura 6 consta de cuatro componentes principales:
una jeringa que contiene la solucién polimérica, una aguja, un colector metalico y una

fuente de alto voltaje.®

Cono de Taylor
Ly
- { Colector metalico
_+-’+_'+ ‘/'
Jet
Solucién
polimérica

Skt L M

Aguja

| Fuente de
alto voltaje
Bomba de inyeccién :

Figura 6. Configuracion del equipo de electrohilado.
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El proceso inicia cargando una solucién polimérica en una jeringa, la cual debe
bombearse a través de su aguja metalica. Enseguida se aplica una diferencia de
potencial entre la punta de la aguja y el colector metalico. El voltaje aplicado en la punta
de la aguja induce un movimiento de carga en el polimero liquido, capaz de estirar la
forma de la gota colgante, normalmente una esfera formada por la tension superficial.
Una vez que la repulsion electrostatica se vuelve mas alta que la tension superficial, se
forma una estructura conocida como cono de Taylor y la iniciacion del jet comienza
desde la punta del cono. Las dos fuerzas que inducen la formacién del cono de Taylor
estan controladas indirectamente por la velocidad de inyeccioén y el voltaje aplicado.®?

Si existe suficiente fuerza cohesiva en el polimero liquido, se expulsa un jet estable
del cono de Taylor, lo que permite que las cadenas de polimero se estiren entre si y
formen un filamento uniforme. El proceso va acompafiado de la evaporacion del
disolvente durante la trayectoria de la solucion desde la punta de la aguja hasta el
colector metalico. La deposicion de fibras se produce sobre un colector metéalico puesto

a tierra, generalmente de aluminio, colocado a una distancia optimizada.®

5.3Sistemas de liberacion de farmacos basados en nanofibras

El uso de nanofibras electrohiladas en la administracion de farmacos se ha
incrementado exponencialmente en los Ultimos afios debido a sus propiedades, que
incluyen una gran area superficial facil de modificar, alta porosidad, tamafio de poro
pequefio, elevada fuerza mecanica y flexibilidad. La producciéon de una membrana de
nanofibras cargada de un farmaco es posible mediante electrohilado utilizando una
solucién polimérica conteniendo al farmaco.®

Las nanofibras son estructuras muy adecuadas para la curacion de heridas ya que,
previenen la penetracion del patégeno en el entorno de la herida y proporcionan
suficiente intercambio gaseoso, absorcion de secreciones de heridas y liberacion
controlada de farmacos en el sitio dafiado. Las nanofibras pueden transportar diferentes
tipos de farmacos; el sistema resultante proporciona la liberacién sostenida del principio

activo, logrando asi concentraciones sostenidas del agente en la sangre.’
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Los biopolimeros han atraido un interés considerable para el desarrollo de sistemas
de liberacion de farmacos, debido a que son biocompatibles, biodegradables, no
toxicos, renovables y se procesan en condiciones suaves. La biocompatibilidad y
biodegradabilidad de las nanofibras basadas en biopolimeros favorecen su uso
potencial en diversas aplicaciones, como el campo de los biosensores, liberacion de
farmacos, implantes, cosméticos, ingenieria de tejidos y andamios celulares, entre
otras.

Las nanofibras presentan similitudes con la matriz extracelular, lo que permite el
desarrollo, diferenciacion y proliferacion celular.® Las nanofibras son degradadas in
Vivo, enzimatica o no enzimaticamente, pueden metabolizarse y excretarse a través de
las vias fisiolégicas normales.®

Las nanofibras presentan una gran capacidad para ser cargadas con diversos
farmacos, debido a su alta porosidad y facil funcionalizacion. Actualmente, varios tipos
de moléculas incluyendo el ADN, ARN, antibiéticos, farmacos contra el cancer
(doxorubicina, curcumina), antivirales, proteinas, entre otros, han sido incorporados a
nanofibras.”9:19

La Figura 7 presenta algunos ejemplos de las micrografias obtenidas de nanofibras

a partir de polimeros previo a ser cargadas con diversos medicamentos.

Figura 7. Nanofiboras de polimeros a) PVA/CS/HA entrecruzadas con
glutaraldehido,” b) PVA/Dextran*y c) PVA.20

Las nanofibras mostradas en la imagen 7a fueron cargadas posteriormente con
hormona del crecimiento,” b) las nanofibras mostradas en la imagen 7b posteriormente

fueron cargadas con ciprofloxacino,* c) PVA.2°
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5.3.1 Biopolimeros para el desarrollo de sistemas de liberaciéon
de farmacos

En la literatura existen muchos biopolimeros que han sido evaluados para el
desarrollo de sistemas de liberacion farmacologica, entre ellos los polisacaridos como
el CTS, el alginato y el &cido hialuronico. Tomando ventaja de su inherente
biodegradabilidad y biocompatibilidad, y la ventaja adicional de que pueden ser
combinados con polimeros sintéticos, los polisacaridos han sido ampliamente
estudiados para aplicaciones biomédicas.?!

En particular, las nanoformulaciones basadas en polisacaridos han sido
desarrolladas para lograr la administracion de farmacos en un entorno bioldgico
complejo. Los nanotransportadores favorecen la liberacion farmacolégica
citoespecifica. En consecuencia evitan la liberacion prematura del farmaco en la
sangre, y una depuracion renal insuficiente. De esta manera, ofrecen una
biodistribucibn mas eficiente, mejoran la penetracién intracelular e incrementan

estabilidad de biomoléculas.?!
5.3.1.1 Quitosano (CTS)

El CTS es un derivado desacetilado de la quitina, el segundo polimero natural mas
comun después de la celulosa. La quitina es el componente principal de los
exoesqueletos de crustaceos, como cangrejos, langostas, camarones e insectos, la
radula de moluscos, las escamas de peces y lisanfibios, asi como las paredes celulares
de hongos.??

La quitina es un carbohidrato polimérico que consta de una estructura lineal de
monomero principal de B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina (Figura 8a), y el CTS es un
carbohidrato polimérico que consta de una estructura lineal de 3(1—4)-D-glucosamina
(Figura 8b).?2

La quitina y el CTS son copolimeros aleatorios lineales de (1—4)-2-acetamido-2-
desoxi-p-D-glucano (unidades acetiladas) y (1—4)-2-amino-2-desoxi--D-glucano
(unidades desacetiladas) (Figura 8c).?? La Figura 8 esguematiza las estructuras

guimicas de la quitina, el CTS y la estructura de la quitina o CTS comercial.
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La quitina y el CTS se distinguen por el contenido de grupos amino (o unidades
desacetiladas). Sin embargo, actualmente no existen criterios cuantitativos
generalmente aceptados. En algunos casos, este limite condicional se puede trazar
segun el grado de desacetilacion (DD), que es inferior al 50% para la quitina y mas del
50% para el CTS.??

El CTS se puede obtener a partir de quitina quimicamente o mediante el uso de
preparaciones enzimaticas. Desde un punto de vista quimico, se pueden utilizar tanto
acidos como élcalis para desacetilar la quitina. Sin embargo, la desacetilacion alcalina
se utiliza con mas frecuencia ya que los enlaces glicosidicos son sensibles a pH acido,
en el que se destruyen. La produccion de CTS se basa en la reaccion de desacetilacion
de la quitina (la reaccion de hidrdlisis de grupos acetamida), seguida por la escision del
grupo acetilo de la unidad estructural de la quitina con la formacién de un grupo amino.??

La reaccion de desacetilacion se muestra en el Esquema 1.14
OH
~o 0
HO
NH
~

OH
+ NaOH ——— 7. O~ ¥ CHyCOONa
NH,
CHs

Esqguema 1. Reaccion de N-desacetilacion de la quitina.

La quitina se trata con una solucidon concentrada de NaOH a alta temperatura
durante varias horas. Como resultado, el CTS se forma como un residuo insoluble con
un grado de desacetilacion de hasta ~80-90%. El grado de desacetilaciéon del CTS
resultante puede alcanzar el 90%.22

El CTS es un polisacéarido biologico y cationico, considerado un nanomaterial
prometedor con amplias aplicaciones médicas. Es un polisacéarido linear con grupos
amino nativos cargados positivamente. Consiste en dos unidades estructurales: N-
acetil-D-glucosamina (GIcNAc) y D-glucosamina (GIcN) unidas por enlaces B-(1—4)
distribuidas de manera aleatoria.'* Las unidades estructurales que conforman al

monomero del CTS se rrepresentan en la Figura 9.
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Figura 9. Unidades estructurales del CTS.

El polisacarido pseudo-natural puede ser degradado por enzimas internas, lisozimas y
guitosanasas, resultando en oligosacaridos y monosacaridos, los cuales son
subsecuentemente absorbidos por el cuerpo humano.0:14

El CTS es biocompatible, biodegradable en el cuerpo humano, cuenta con una baja
toxicidad, es soluble en condiciones acidas (en funcion de su carga), es bioactivo y
presenta propiedades de mucoadhesion.t®*4 Sus cadenas poliméricas contienen
multiples grupos amino e hidroxilo libres, los cuales pueden emplearse como sitios
activos.'4

Por lo tanto, el CTS presenta versatilidad para la construccion de nanomateriales,
como nanogeles, nanoesferas y nanofibras. Los hanomateriales han sido ampliamente
estudiados en la administracion de farmacos por via oral, intravenosa y topica. De la
misma manera, se ha estudiado su impacto en la administracion de
farmacos/genes/vacunas, la ingenieria de tejidos, la curacion de heridas y en la
industria cosmética.'4

Recientemente, se han desarrollado nuevos nanomateriales a partir de CTS, con
aplicaciones en la administracion dirigida de farmacos en funcion de diversas
caracteristicas. Una de ellas es la biocompatibilidad y la capacidad de servir como sitios
de reaccién con otros compuestos bioactivos, protegiendo las moléculas inestables de
los acidos gastricos fuertes y la respuesta del flujo sanguineo. Otra caracteristica es la

capacidad de adherirse a los tejidos de la mucosa para mejorar la absorcion de
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farmacos especificos. Finalmente, cuenta con la facilidad de interactuar con
biomacromoléculas anidnicas como el ADN por accion electrostatica, logrando, por

ejemplo una administracioén dirigida al colon.'#
5.3.1.2 Acido hialurénico (HA)

El &cido hialurénico es un polisacérido que consiste en unidades de N-acetil-D-
glucosamina conectadas con unidades de acido D-glucurdnico a través de enlaces
glucosidicos B-1,4 y B-1,3 alternados. Tiene diferentes grupos hidroxilo, carboxilo y
acetamida, que pueden ser utilizados para modificaciones quimicas en la superficie del

HA.?3 Las unidades estructurales que conforma el HA, se representa en la Figura 10.

OH oM
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OH NH
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Acido-D-glucurénico N-acetil-D-glucosamina

Figura 10. Unidades estructurales del monémero del acido hialurénico.

Dicho polisacarido se encuentra ampliamente distribuido en érganos humanos,
como el ojo (humor vitreo), el cartilago o la piel.?> El HA es uno de los principales
componentes de la membrana extracelular nativa, es ampliamente utilizado en
ingenieria de tejidos y medicina regenerativa.’® El &cido hialurénico induce la
proliferacion, migracion, adhesion y liberacion de queratinocitos y promueve la
liberacion de fibroblastos.’

Las propiedades fisicoquimicas del HA, incluyen su biodegradabilidad,
biocompatibilidad, degradacion oxidativa y viscoelasticidad, y lo convierten en un
biopolimero muy atractivo para una amplia gama de aplicaciones en productos

farmacéuticos, médicos, textiles y cosméticos.??
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El electrohilado del HA puro representa un gran desafio, ya que es un polielectrolito
con alta conductividad y tension superficial. La fuerza repulsiva entre los polianiones,
elevada viscosidad en solucion acuosa y su fuerte dependencia de la concentracion,

son factores clave que complican la electrohilabilidad del HA.?3

5.3.2 Alcohol polivinilico (PVA) para el desarrollo de nanofibras
basadas en polisacaridos

El PVA es un polimero sintético semi-cristalino biodegradable, inocuo y
biocompatible; caracteristicas que lo convierten en un polimero adecuado para
aplicaciones farmacéuticas, biomédicas y cosméticas. Estructuralmente, presenta
algunas caracteristicas que lo convierten en un excelente candidato para sintesis de

biomateriales. 1224 La Figura 11, muestra la estructura quimica del monémero del PVA.

OH

CH
\\C/ ~

Hy

Figura 11. Estructura quimica del monémero del PVA.

Es un material no toxico, no cancerigeno, facil de procesar, bioadhesivo y altamente
electrihilable.?* Es un polimero hidrofilico y semi-cristalino soluble en agua. Ha sido
ampliamente investigado para diversas aplicaciones como en apositos para heridas y
para la liberaciéon de farmacos, gracias a su buena flexibilidad y no-toxicidad.*

Debido a su alto grado de hinchamiento en agua y en fluidos biol6gicos, asi como a
Su naturaleza elastica, el PVA es capaz de simular tejido natural y puede ser facilmente
aceptado por el cuerpo.?* Por lo tanto, ha atraido gran atencién como soporte de
andamios para ingenieria de tejidos y aplicaciones biomédicas. Debido a sus

caracteristicas fisicoquimicas y a su alta electrohilabilidad, es ampliamente usado para
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el desarrollo de sistemas de liberacién farmacolégica basados en nanofibras. Al ser
adicionado a soluciones de polisacaridos, el PVA favorece la fabricacion de nanofibras
electrohiladas, ademas de otorgar propiedades mecanicas mejoradas.?!

Las nanoestructuras a base de PVA han sido utilizadas como nucleos de discos
intervertebrales y cartilago auricular artificial; para vehiculos de entrega de farmacos,
solo o en combinacién con otros polimeros, y para obtener perfiles de liberacion
deseables: como la liberaciéon sostenida y controlada de principios activos.?*

En particular, el CTS y el HA son componentes cuya electrohilabilidad es muy baja,
pero a su vez, son de gran interés para el desarrollo de sistemas de liberacion de
farmacos basados en nanofibras electrohiladas. Una de las estrategias mas utilizadas
para lograr este objetivo es adicionar a sus disoluciones PVA con la finalidad de

favorecer el proceso de electrohilado, mejorando ademas sus propiedades mecanicas.

5.3.3 Sistemas de liberaciéon de farmacos basados en
nanofibras PVA/CTS

La elevada viscosidad del CTS en solucidn, dificulta la produccion de nanofibras. Sin
embargo, el electrohilado de CTS y sus derivados es factible mediante la adicion de un
polimero altamente electrohilable y flexible como el PVA. La incorporacion de PVA
permite la fabricacién de nanofibras de CTS homogéneas.'?13
Las nanofibras electrohiladas PVA/CTS han sido empleadas para obtener sistemas de
liberacion de farmacos modelo. Mirzaeei et al. reportaron la fabricacion de una matriz
ocular a base de nanofibras electrohiladas de PVA/CTS para mejorar el tiempo de
residencia ocular de ofloxacina (OFX) y proporcionar un patron de liberacién sostenida
al cubrir las nanofibras hidrofilicas de PVA/CTS con un polimero acrilico e hidrofébico
denominado Eudragit RL 100 (utilizado como recubrimiento de formas farmaceuticas)
en capas para el tratamiento de conjuntivitis.!?

Estudios in vitro mostraron la eficacia antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
y Escherichia coli de la OFX cargada en las nanofibras. Por su parte, los estudios in
vivo comprobaron un patron de liberacion sostenida, al aplicar el la matriz ocular en
conejos y un area bajo la curva para las nanofibras, de 9 a 20 veces mayor en

comparacion con la solucion de OFX.12
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Por su parte, Cui et al. reportaron la fabricacién de nanofibras entrecruzadas de
PVA/CTS como modelo de liberacién de ampicilina sddica, reduciendo la velocidad y el
efecto de liberacién explosiva del farmaco.?®

La incorporacion de farmacos a nanofiboras de PVA/CTS pretende mejorar
significativamente la eficacia terapéutica de la pelicula de colecciones de nanofibras.
Las nanofibras de PVA/CTS se disuelven inmediatamente al contacto con agua y
forman una sustancia similar a la de un material gelatinoso, que proporciona una
liberacion inmediata del farmaco utilizado. Por lo tanto, la preparacion de la estera de
nanofibras insoluble en agua es deseable y posible mediante el entrecruzamiento de
los grupos hidroxilo de PVA con los grupos amino del CTS, utilizando agentes quimicos
como el glutaraldehido (agente de entrecruzamiento).?

El peso molecular del CTS y la proporcién de PVA con respecto al CTS, presentan
efectos sobre la morfologia de las nanofibras electrohiladas. La eficiencia de adsorcion
y la liberacién del farmaco se ve beneficiada empleando CTS de medio peso molecular,
produciendo un efecto de liberacion prolongada. Con esto se elimina la necesidad de

una dosificacion repetida del medicamento y mejora la recuperacion del paciente.?

5.3.4 Sistemas de liberacion de farmacos basados en
nanofibras PVA/HA

El PVA y el HA poseen caracteristicas similares para aplicaciones en la
administracion de farmacos. Los sistemas basados en la mezcla PVA/HA son
prometedores, con propiedades mejoradas para la administraciéon de farmacos.?®

El HA se ha empleado en la sintesis de nuevos biomateriales basados en PVA,
produciendo nuevos y mejorados sistemas en la administracion de farmacos con una
mayor biocompatibilidad.?* El sistema PVA/HA, preparado con diferentes proporciones
de ambos componentes, es un candidato potencial para los sistemas de liberacion de
farmacos, que deben investigarse mas a fondo.?¢

Valachova et al. reportaron los efectos terapeuticos de nanofibras PVA/HA y su
aplicacién para el disefio de apésitos para heridas, al ser cargadas con diversas
moléculas. Al cargar las nanofibras con L-arginina, observaron una mejor cicatrizacion

de heridas y la liberacién sostenida del aminoacido mostro un alto nivel antibacteriano
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contra Klebsiella pneumoniae. Por otro lado, al cargarlas con nanoparticulas de plata,
mostraron propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que protegen a las células del
efecto destructivo de los niveles elevados de las especies reactivas de oxigeno,
facilitando la cicatrizacidén de heridas. Al cargarlas con 6xido de zinc, resultaron eficaces
contra Staphylococcus aureus al ser inoculadas en heridas de rata.!®

Los farmacos en conjunto con una solucién polimérica forman un pro-farmaco
mediante la union covalente del farmaco al HA. Tras la administracion del farmaco, el
enlace covalente se rompe en el sitio objetivo. EI HA modificado en mezcla con otro
polimero produce materiales que pueden usarse en sitios de heridas para la liberacion

controlada de productos terapéuticos.?®

5.3.5 Sistemas de liberacion de farmacos basados en
nanofibras CTS/HA

La utilidad de las nanofibras de CTS puro se ha visto limitada, debido al uso de
soluciones &cidas altamente concentradas, para llevar a cabo el electrohilado. El
empleo de solventes orgénicos, disminuye considerablemente la biocompatibilidad y
eficacia del nanomaterial final.?’

Las nanofibras de la mezcla CTS/HA en condiciones fisioldgicas tienen aplicaciones
biomédicas, como andamios en ingenieria de tejidos y sistemas de administracién de
farmacos mas eficientes.’® Sin embargo las nanofibras de esta composicién son
hidrofilicas, por lo que requieren de un proceso de entrecruzamiento para mejorar su
estabilidad.®

Ell entrecruzamiento térmico a 120° C durante 4 h resulté efectivo, ya que otorgo
estabilidad a las nanofibras CTS/HA. Se redujo la solubilidad de las nanofibras en medio
acuoso (a pH >7) y disminuy6 el grado de hinchamiento de las mismas, lo que permite
aprovechar las propiedades especificas de los dos polimeros biolégicos CTS y HA.1?

Figueroa et al. fabricaron nanofibras de tipo nudcleo-envoltura (core-sheath) de
CTS/HA en combinacidon con otros componentes, para promover la cicatrizacion de
heridas. El nucleo contenia nanofibras de CTS/zein (proteina del maiz biocompatible y
electrohilable) cargado con &cido salicilico (AS) y la envoltura nanofibras

HA/policaprolactona. La membrana de tipo bicapa mostré una lenta degradacion, el AS
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presentd una liberacion de tipo rafaga inicial, seguida de una liberacién sostenida,
evitando la formacién de biopeliculas sobre el sitio de herida. Ademas, mejord la
migracion, adhesion y proliferacion celular, y se observo un efecto sinérgico entre el

CTSy el AS en cuanto a su actividad microbiana durante al menos 5 dias.?®

5.3.6 Sistemas de liberaciéon de farmacos basados en
nanofibras PVA/CTS/HA

Hossein et al. reportaron la produccion de nanofibras PVA/CTS/HA cargadas con
hormona del crecimiento para su aplicacién en apdsitos para heridas. Los autores
indican que el material proporciona un suministro sostenido de la hormona, lo que
provoca el aumento del grosor de la piel, la acumulacién de colageno en la herida y la
granulacion del tejido, dando como resultado la generacion de fibroblastos.’

Debido a la biocompatibilidad, biodegradabilidad, naturaleza no-inmunoldgica y no-
toxicidad del PVA, el CTS y el HA han sido utilizados para preparar nanofibras mediante
la técnica de electrohilado.’

La interaccion electrostatica entre los grupos amino del CTS y los grupos
carboxilicos cargados negativamente del HA es comunmente utilizada. EI CTS se
disuelve rapidamente en medio &cido durante la cicatrizacion de heridas. Sin embargo,
la vida media del CTS puede ser prolongada y es posible estabilizar su estructura
mediante el entrecruzamiento con HA. El PVA actla como barrera y disminuye las
interacciones electrostaticas.’

Es importante mencionar que, a la fecha y a nuestro conocimiento, éste es el Unico
reporte de la fabricacion de nanofibras a partir de la mezcla tricomponente
PVA/CTS/HA.

5.4 Mejora de la biodisponibilidad de la curcumina

La curcumina es un fitoquimico polifendlico natural extrahido de los rizomas de la

clrcuma.® La Figura 12, representa la estructura quimica del principio activo.
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Figura 12. Estructura quimica de la curcumina.

Entre la gran variedad de beneficios bioldgicos y actividades farmacéuticas que
aporta la curcumina, se encuentran sus propiedades anti-oxidantes, antiinflamatorias,
anti-VIH, anti-carcinogénicas y su posible aplicacion en la cicatrizacion de heridas, entre
otras.’®” La Figura 13, esquematiza algunos de los beneficios que aporta la

curcumina, en acuerdo con lo reportado en la literatura.’

Figura 13. Beneficios y actividad farmacologica de la curcumina.

Van H. et al. reportaron que una dosis de 12 g de curcumina por dia es segura, de
acuerdo a ensayos clinicos en animales y humanos. Sin embargo, su aplicacion ha sido

limitada a causa de su baja solubilidad, que conlleva a una minima biodisponibilidad
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sistémica.'’” Por lo tanto, al incorporar curcumina a las nanofibras de PVA/CTS, es
posible mejorar tanto la biodisponibilidad del farmaco como la eficacia terapéutica de la
coleccién de nanofibras.*®

De acuerdo con investigaciones previas, la curcumina ha sido cargada en nanofibras
PVA/CTS mediante la técnica de inmersion directa, con la intencion de mejorar la
eficacia terapeutica del farmaco.*3

Recientes investigaciones se fundamentan en la produccidén nanofibras
PVA/CTS/HA funcionalizadas con nanoparticulas de montmorillonita, un mineral
ampliamente utilizado en el disefio de vendajes para heridas. Las nanofibras
PVA/CTS/HA-Montmorillonita pretenden mejorar la administracion de la curcumina,
utilizando el composito en la elaboracion de parches utilizados para la cicatrizacion de

heridas.1®

6. Metodologia

La metodologia se desarrollé6 mediante tres etapas. Primeramente se estandarizo
del proceso de electrohilado y los parametros involucrados en el mismo. Posteriormente
se caracterizaron las soluciones utilizadas para electrohilar, asi como las nanofibras
obtenidas. Para concluir, se realizaron ensayos de cinética de liberacion in vitro y el
ajuste a modelos tedricos. Las etapas de la metodologia se abordan a detalle en la

Figura 14 de la estrategia experimental.

6.1Estrategia experimental
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Figura 14. Desarrollo de las etapas de la estrategia experimental.

6.2Materiales y métodos
6.2.1 Reactivos

Acido acético glacial de J. T. Baker con peso molecular de 60.05 g/mol, CAS:64-
19-7.

Quitosano de Sigma Aldrich, medio peso molecular, CAS: 9012-76-4.

Alcohol polivinilico 99+% hidrolizado de Sigma Aldrich con peso molecular de
89,000-98,000 g/mol, CAS: 9002-89-5.

Sal sédica de &cido hialurénico de Streptococcus equi con peso molecular 8,000-
15,000 g/mol, CAS: 9067-32-7.

Curcumina de Sigma Aldrich con peso molecular de 368.39 g/mol, CAS: 458-37-
7.

Etanol absoluto de Sigma Aldrich con peso molecular de 46.07 g/mol, CAS: 64-
17-5.
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6.2.2 Electrohilado

6.2.2.1 Preparacion de las disoluciones
e CTS 4% plv, CTS 8% p/vy CTSaa 3% p/v
Se disolvié la cantidad correspondiente de CTS bajo agitacion magnética a 60 °C

durante 4 h en una disolucion acuosa de acido acético al 80% vl/v, para obtener las
disoluciones de CTS al 4% y 8% p/v.

e PVA 8% p/vy 20% plv
Disolviendo la cantidad correspondiente de PVA en agua destilada, se prepararon
las disoluciones de PVA al 8% y 20 % p/v, en estufa a 90 °C durante 12 h.

e HA0.5% plv
Se preparo6 una disolucion acuosa de HA 0.5% p/v en agua destilada, en la cual se
disolvié la cantidad correspondiente de acido hialurénico bajo agitacion magnética

durante 2 horas.

e Curcuminal, 2,3,5,12y 15 % plv
Se prepararon cuatro disoluciones de curcumina en etanol absoluto, diluyendo las
cantidades correspondientes de curcumina para obtener disoluciones al 1, 2, 3,5, 12 y
15 % p/v de curcumina. Las soluciones se dejaron bajo agitacion constante 12 h hasta
obtener una solucion estable. Las soluciones de curcumina son almacenaron a
temperatura ambiente y en frascos ambar, para evitar la posible degradacién del
principio activo.

6.2.2.2 Preparacion de mezclas para electrohilado

La obtencion de nanofibras se realiz6 empleando la proporcion PVA/CTS/HA 2:1:1
v/v de la mezcla, a partir de las disoluciones previamente detalladas.

Inicialmente, se elaboraron las soluciones de polimero puro: PVA 8% p/v, CTS 4%
p/v'y HA 0.5% plv, las cuales se mezclaron en proporcién 2:1:1 v/v para obtener la
solucion para electrohilado descrita en el ensayo 1 (ver Tabla 6.1). Posteriormente, se

incremento la concentracion de la solucion de PVA 20% p/v y se mantuvo constante la
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concentracion de las soluciones CTS 4% p/v y HA 0.5% p/v. De la mezcla de estas
soluciones se obtuvo la solucion para electrohilado descrita en el ensayo 2.
Adicionalmente, se mantuvo el incremento en la concentracion de la solucion de PVA
20% plv, se incrementd la concentracion de la solucion de CTS 8% p/v y se mantuvo
constante la concentracion de la solucion HA 0.5% p/v, para la obtencién de la solucién
para electrohilado descrita en el ensayo 3.

La concentracion de los polimeros en cada solucion final, utilizada para electrohilar
en proporcion volumétrica 2:1:1 se enlista en la Tabla 6.1. Las soluciones se obtuvieron
bajo agitacion magnética durante intervalos de 24 a 72 h, a temperatura ambiente,

previo al proceso de electrohilado.

Tabla. 6.1 Concentracion de los componentes de las soluciones de trabajo.

Ensayo de la PVA cTS HA
solucioén para (% piv) % piv) (% piv)
electrohilado

1 4 1 0.1

2 10 1 0.1

3 10 2 0.1

Adicionalmente, se prepararon mezclas PVA/CTS (2:1 viv, 1.5:1 vivy 1.1 viv),
PVA/HA, PVAICTSHrPAa) 1.5:1 viv y PVA/CTS/CUR en proporciones volumétricas
2:1:1,1.5:1:1y 1:1:1, para realizar comparaciones de las microestructuras obtenidas y
de los parametros de electrohilado de la mezcla tricomponente.

6.2.2.3 Estandarizacion de los parametros de electrohilado

La producciéon de nanofibras a partir de las mezclas detalladas en el apartado
anterior, se llevd a cabo en un equipo de electrohilado NaBond Technologies®,
conectado a una bomba de inyeccién con regulacién de velocidad de flujo (modelo
LEGATO 2000) y a un colector de placa fijo. Se emplearon jeringas de plastico de 10 y
5 mL provistas con agujas de electrohilado de calibre #6, #8 y #9 (23G, diametro interno
0.33 mm), dependiendo de la viscosidad de la soluciéon para electrohilar.
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Los parametros de electrohilado a estandarizar, para todas las mezclas
mencionadas anteriormente fueron los siguientes: velocidad de inyeccion, temperatura
controlada (temperatura programada 40°C), distancia de trabajo (aguja-colector),
voltaje y tiempo de electrohilado.

Adicionalmente, se incorporé al equipo de electrohilado un higrémetro con
termOmetro, para monitorear la temperatura y humedad relativa al interior de la camara
del electrohilado, para monitorear estos parametros. De la misma manera, se
registraron la temperatura y humedad relativa ambiente, debido a que la camara del
electrohilado no se encuentra aislada.

6.2.2.4 Entrecruzamiento de las colecciones de nanofibras

Se realiz6 un proceso de entrecruzamiento debido a que las colecciones de
nanofibras obtenidas presentaron una alta solubilidad en agua. Por lo tanto, para
estabilizar las colecciones de nanofibras de tipo PVA/CTS/HA 2:1:1, y otorgarles una
mayor resistencia a medios acuosos, se llevé a cabo un tratamiento térmico a 140°C

durante 40 min, y posteriormente se realiz la carga de curcumina.

Materiales PVA/CTS/HA cargados con curcumina

La curcumina se cargd a las nanofibras previamente entrecruzadas, mediante la
inmersion directa de 30 mg de nanofibras poliméricas en 30 mL de soluciones de
curcumina preparadas al 1, 2 y 15% p/v, durante 24 h.

6.2.3 Caracterizacion

6.2.3.1 Analisis microestructural

La microestructura de las nanofibras obtenidas se analizO mediante FESEM,
empleando un microscopio de alta resolucibn JEOL JSM 7600F del Instituto de
Investigaciones en Metalurgia y Materiales de la UMSNH. La medicion de los didmetros
de las nanofibras a partir de las micrografias obtenidas se realizé mediante el software

Image J. El calculo del diametro promedio de las nanofibras se realizo con el software

36



de hojas de célculo Microsoft Excel. Los histogramas de distribucion de diametros de

las nanofibras se realizaron mediante el software OringinLab 2023b.

6.2.3.2 Analisis espectroscépico

El analisis de posibles interacciones quimicas entre las nanofibras obtenidas y el
farmaco, se realizé mediante espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier,
usando la técnica de Reflectancia Total Atenuada en un espectrofotometro Nicolet iS10
de Thermo Scientific. Las gréficas correspondientes a los analisis con FTIR, se
elaboraron implementando el software OriginLab 2023b.

6.2.3.3 Propiedades térmicas
6.2.3.3.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de las nanofibras y del CTS en polvo se determiné mediante
analisis termogravimétrico. Los termogramas se obtuvieron empleando un Analizador
Termogavimétrico Equipo TGA/DSC 1 Stare System del Institut des Sciences
Chimiques de Rennes (ISCR), en Francia. Las mediciones se realizaron a una
temperatura de barrido entre 25 — 500 °C y a una velocidad de barrido de 10 °C/min.
El procesamiento de datos y la elaboracién de graficas se llevaron a cabo mediante el
software OriginLab 2023b.

6.2.3.3.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de las nanofibras, necesarias para determinar y conocer
su comportamiento ante el incremento de la temperatura, el calor y los procesos
térmicos, se analiz6 mediante termogramas obtenidos en un calorimetro diferencial de
barrido DSC 1 Stare System de METTLER TOLEDO, del Institut des Sciences
Chimiques de Rennes (ISCR), en Francia. Instrumento bajo atmodsfera dinamica de
argon (50 mL/min). Las mediciones se llevaron a cabo a una velocidad de barrido de
10 °C/min, a una temperatura de barrido entre 25 — 400 °C. Se realizaron dos ciclos de
barrido consecutivos para cada muestra. El procesamiento de datos y la elaboracion de
gréaficas se llevaron a cabo mediante el software STARE.
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6.2.3.4 Reometria

La viscosidad de las mezclas en funcion de la velocidad de corte se determino
usando un redmetro Anton PAAR (Physica MCR 301). Se utilizaron dos geometrias
para las mediciones: la primera serie fue analizada con una geometria rugosa de cono
y plato (D: 49.982 mm y un angulo 2°), la segunda serie fue analizada con una
geometria de cono y plato (D: 40 mm y un angulo 2°) a una temperatura de 25°C. Las
mediciones se llevaron a cabo en el Institut de Physique Rennes, en Francia (ISCR).

El procesamiento de los datos de viscosidad y modelado se llevé a cabo mediante
el software OriginLab 2023b.

6.2.3.5 Conductividad

Las mediciones de conductividad i6nica se llevaron a cabo a temperatura ambiente

(~25°C) utilizando un conductimetro Orion Star A212 de la marca Thermo Scientific.
6.2.3.6 pH

Las determinaciones de pH se realizaron a temperatura ambiente (~25 °C) utilizando

tiras reactivas multi-test de la marca Whatman.

6.2.3.7 Cinética de liberacion

Las pruebas de liberacion in vitro de curcumina se llevaron a cabo mediante dos
metodologias. Sumergiendo la coleccion de nanofibras cargadas con curcumina en
forma de discos, en etanol (pH 7) absoluto con agitacién durante periodos de 12 — 24 h

a pH controlado a temperatura ambiente.
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Se raliz6 otro ensayo para simular las condiciones del organismo humano, se
introdujo en una membrana la nanofibora PVA/CTS/HA/CUR, posteriormente se
sumergio en una solucion de buffer de fosfatos (pH 7) a la cual se le agreg6 2% v/v de

etanol. El proceso se mantuvo bajo agitacion constante a temperatura de 37 °C.

La cantidad liberada de curcumina se midié en un intervalo de tiempo fijo mediante
espectrofotometria de ultra violeta visible (UV-Vis), monitoreando el pico de absorcién
maximo UV-Vis de la curcumina en aproximadamente Amax= 425 nm.” Se emple6 un
espectrofotometro UV-Vis Thermo Scienfic Genesys 10S. Las concentraciones fueron
determinadas mediante el uso de una curva de calibracibn con concentraciones
conocidas (100 pg, 70 ng, 50 ug, 20ug, 10 ug, 5 ug y 1 pug) emplendo el medio de

liberacion utilizado en los ensayos de cinética como solvente de la curcumina.

Se prepard una solucién de curcumina a una concentracién de 1mg/mL utilizando
etanol absoluto como solvente, apartir de la cual se realizaron las diluciones
correpondientes para obtener las soluciones de concentracion conocida. Cada solucién
se midi6 mediante espectrofotometria UV-visible a la Améx de la curcumina. Las
graficas de la curva de calibracion y los ensayos de cinética de liberacion, se elaboraron
mediante el Software Origin lab. El ajuste a modelos tedricos se realizé6 mediante el

sftware KinetDS.

7. Resultados y Discusion
7.1 Parametros de electrohilado

Con la finalidad de estandarizar la proporcion de la mezcla para electrohilado y para
la obtencién de nanofibras de buena calidad, se prepararon una serie de soluciones
con diferente proporcién en la mezcla PVA/CTS (Tabla 7.1). El electrohilado se llevé a
cabo manteniendo el voltaje, flujo de inyeccion, distancia aguja-colector y tiempo de
trabajo constantes, monitoreando ademas la temperatura y humedad ambiente, debido

a que la camara del equipo empleado no se encuentra aislada. Los valores empleados
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de cada uno de los parametros de electrohilado, para cada una de las proporciones
ensayadas, se muestran en la Tabla 7.1. Las imagenes representativas de las

soluciones PVA/CTS utilizadas para electrohilar, se localizan en el Anexo |I.

7.1.1 Temperatura y humedad relativa ambiente

La Tabla 7.1 muestra los parametros de electrohilado utilizados para la obtencién
de nanofibras PVA/CTS a diferentes proporciones, manteniendo el voltaje, flujo y
distancia de trabajo constantes. La temperatura y humedad relativa ambiente también

se reportan.

Tabla 7.1. Parametros de electrohilado para diferentes proporciones de las
soluciones poliméricas PVA/CTS ensayadas.

Proporcion PVA/CTS (v/iv) 2:1 1.5:1 1:1
Voltaje (kV) 12 12 12
Distancia (cm) 17 17 17
Flujo (mL/h) 0.5 0.5 0.5
Temperatura (°C) 21 18 15
Humedad relativa (%) 66 74 95
Tiempo (h) 3 3 3

Macroscopicamente, las colecciones de nanofibras de todas las soluciones
presentaron deposicibn de goticulas en la superficie. El analisis microestructural
realizado mediante FESEM confirmé la deposicion de micro y nanoparticulas a partir
de las tres soluciones con diferente proporciéon de los polimeros, tal y como se muestra

en la Figura 7.1.
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Figura 7.1 Microestructura del depdsito de electrohilado de la solucion PVA/CTS
proporcion a) 2:1 v/v, b) 1.5:1y c) 1:1 v/v.

Durante el proceso de electrohilado de las soluciones descritas anteriormente, se
observé un jet inestable, por o que se establecid la hipbtesis de un posible efecto
negativo de la humedad y temperatura ambiente sobre el proceso de electrohilado. Tal
y como se observa en la Tabla 7.1, la humedad relativa ambiente al momento de
electrohilar fue muy alta entre el 66 — 95%, lo que posiblemente no permitié la formaciéon
de nanofibras. Se estableci6 la hipétesis de que una menor tasa de evaporacion del
solvente impide la deposicidn de las nanofibras en el colector, depositando goticulas de
solvente. Por lo tanto, para abatir el porcentaje de humedad ambiente en la camara de

electrohilado, se decidié6 aumentar la temperatura del equipo a 40 °C.

7.1.2 Temperatura controlada y humedad relativa en la camara
del electrohilado

Para verificar la hipotesis antes expuesta, se realizd el electrohilado de las
soluciones PVA/CTS, en las proporciones antes mencionadas, con un aumento en la
temperatura de la cAmara de electrohilado. Se programé la temperatura en la camara
a 40 °C con respecto a la temperatura ambiente en que se electrohilo sin lograr la
obtencion de nanofibra entre 15 — 21 °C.

Inicialmente se utilizé un colector de acero cubierto con papel aluminio. Sin embargo,
las nanofibras presentaron una alta adhesién al papel aluminio, impidiendo el
desprendimiento de la coleccién de nanofibras. Utilizando el colector de aluminio
demoré entre 48 — 72 h, la obtencion de nanofibras que macroscopicamente
presentaban un espesor adecuado para su desprendimiento, sin embargo no fue
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posible el desprendimiento de la coleccion en su totalidad. Por lo tanto, se establecio la
hipotesis adicional de que, al depositar las nanofibras directamente en el colector de
acero inoxidable, se reduciria considerablemente el tiempo de electrohilado y se
desprenderia méas facilemente la nanofibra, al presentar una menor adhesion de la
coleccion de nanofibras con el acero inoxidable (ver Anexo ).

Partiendo de estas dos hipotesis, se empleo el colector de acero inoxidable y se
programé la temperatura en la camara de electrohilado a 40 °C, manteniendo
constantes el voltaje, el flujo de inyeccién, la distancia y el tiempo de trabajodurante el
proceso.

El aumento de la temperatura disminuy6 considerablemente la humedad relativa
dentro del equipo, en comparacion con la humedad relativa del ambiente registrada
durante los experimentos, tal y como se muestra en el registro de la Tabla 7.2.

Asimismo, se realiz6 el electrohilado de soluciones utilizadas como referencia para
la obtencion de nanofibras de PVA puro y PVA/HA 2:1, ajustando el voltaje, el flujo de
inyeccion y la distancia de trabajo. Se mantuvo la temperatura programada en la
camara del electrohilado a 40 °C. Los parametros utilizados en este proceso se

presentan en la Tabla 7.2.

Tabla. 7.2 Parametros de electrohilado a temperatura y humedad controlada durante

el proceso.
Proporcién de los | PVA/CTS | PVA/CTS | PVA/CTS | PVAICTS | PVA | PVA/HA
polimeros en 2:1 151 1:1 HFIP:AA PURO 2:1
solucién 1.5:1
Voltaje (kV) 12 12 12 12 14 12
Distancia (cm) 17 17 17 17.5 16 18
Flujo (ml/h) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.6 0.5
Temperatura 16-35 15-29 16-35 24-28 25-28 13
ambiente (°C)
Temperatura del 20-29 28-35 20-29 28-22 28-34 40
equipo (°C)
Humedad relativa 57-16 80-26 57-16 48-32 24-28 45-30
ambiente (%)
Humedad en el 20-35 45-23 20-35 26-23 30-36 31-29
equipo (%)
Tiempo (h) 12 18 23 11 4 3
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Area del colector | Cu 14.5 Acero Cu 145 Cul45b Cu Al
cm? 20.8 14.5 29.6

Adicionalmente, se preparo la solucion PVA/CTSHrir: aa 1.5:1 v/v, partiendo de la
mezcla de las solucion CTSHrP:CTSaa, con la finalidad de analizar la estabilidad de
estas mezclas en medio acuoso y evitar el entrecruzamiento.

El analisis mediante FESEM a 20,000X de las nanofibras PVA/HA 2:1 (Figura 7.2
a), evidenci6é una microestructura muy variable, con defectos y nanofibras fraccionadas.
Se utilizdé una concentraciébn muy baja (0.2 % p/v) de HA en la solucién polimérica, sin
embargo, es evidente que este parametro impacta la baja electrohilabilidad del acido
hialurénico en la calidad de las nanofibras, ya que carecen de una estructura definida y
presentan una amplia distribucion de diametro. El diametro promedio de las nanofibras
resultantes es de 147.60 + 41.33 nm (Figura 7.2 b). De acuerdo con Xu et al., el
didmetro promedio medido de las colecciones de nanofibras obtenidas a partir de la
solucion PVA/HA corresponde con los rangos caracteristicos entre 173 - 257nm
publicados en su investigacion.?®

Con base en los resultados del andlisis microestructural de las nanofibras PVA/HA,

se excluyd la obtencidén y caracterizacion de naofibras de esta composicion.
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Figura 7.2 a) Microestructura y b) histogramas de distribucion de las nanofibras

electrohiladas: PVA/HA 2:1.

7.2Nanofibras PVA/CTS
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Los parametros estandarizados para la obtencion de las nanofibras PVA/CTS se
enlistan en la Tabla 7.2. El andlisis estructural mediante FESEM a 20,000X de las
colecciones de nanofibras obtenidas a partir del cambio descrito anteriormente, permitio
verificar la hipotesis propuesta, ya que la disminucion de la humedad a valores menores
a 50% dentro del equipo de electrohilado favorecio la formacién de nanofibras.

Tanto las nanofibras de PVA/CTS, como las obtenidas a partir de la solucién de
referencia PVA puro, presentaron elevada calidad microestructural y escasa cantidad
de defectos, tal y como muestra la Figura 7.3. Los parametros estandarizados para el
electrohilado de la solucion de PVA, se muestran en la Tabla 7.2.
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Figura 7.3 Microestructura e histogramas de distribucion de las nanofibras
electrohiladas a) PVA puro, b) PVA/CTS 2:1, ¢) PVA/CTS 1.5:1 y d) PVA/CTS 1:1.

Evidentemente, debido a la alta electrohilabilidad del PVA, la cantidad de defectos
es mucho menor al aumentar la proporcion de este polimero en la mezcla. No obstante,
debido a la complejidad de electrohilado que presenta el CTS, la calidad
microestructural de todas las colecciones es muy buena.

Se verificd la hipbtesis expuesta anteriormente, por lo que se redujo
considerablemente el tiempo de electrohilado de 48-72 h al utilizar el film de aluminio,

a 12 h de electrohilado al depositar la coleccion de nanofibras directamente en el
colector de acero inoxidable.
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La microestructura de las nanofibras obtenidas a partir de la solucion PVA/CTS 2:1
muestra menor cantidad de defectos en comparacion con las otras proporciones
(Figura 7.3b). El didametro promedio calculado de las nanofibras PVA/CTS se encuentra
entre los 102, 109 y 114 nm (Figuras 7.3b, 7.3c y 7.3d), lo que se encuentra en buen
acuerdo con los intervalos reportados 123 + 23 nm en investigaciones previas para
nanofibras fabricadas a partir de la combinacién PVA/CTS.1?

De acuerdo con el analisis reométrico, la solucion de PVA presenta una elevada
viscosidad, por lo que se decidié disminuir la distancia de trabajo durante el proceso e
incrementar el voltaje. El diametro promedio de esta coleccion es de 165.29 + 20.14
nm (Figura 7.3a), en buen acuerdo el didmetro promedio de 167 nm reportado Nadem
et al.?0

Por su parte, las nanofibras PVA/CTSHrrP.Aa 1.5:1, mostraron menor calidad
microestructural y una gran cantidad de defectos (ver Figura 7.4a). Se probo la
estabilidad en agua destilada de esta coleccion de nanofibras, sumergiéndola en agua
destilada durante 12 h. La coleccion de nanofibras pierde su color blanco y se torna
transparente al entrar en contacto con el agua. El analisis mediante FESEM a 20,000X,
mostré que la coleccidon pierde la microestructura, formando una pelicula en la

superficie, tal y como se muestra en Figura 7.4c.

Figura 7.4 Nanofibras PVA/CTSHrr:Aa 1.5:1 v/v: @) microestructura, b)
macroestructura transparente y c) pérdida de la microestructura.

En base a los resultados anteriores, macroscopicamente las nanofibras
PVA/CTSHrP-aa presentan tolerancia al contacto con el agua, de acuerdo con lo

reportado por Pérez-Nava et al.>® Sin embargo, las nanofibras pierden sus
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caracteristicas microestructurales, las micrografias muestran la formacién de una
pelicula en la superficie de las nanofibras. Lo que indica que alguno de los polimeros
del material final, mantiene su naturaleza hidrofilica, posiblemente el PVA. La pérdida
de la calidad microestructural de las nanofibras, se extrapone a la pérdida de las
propiedades benéficas de las mismas, como la gran capacidad de carga, la porosidad

y la facilidad de interaccion con células diana.
7.2.1 Entrecruzamiento térmico de las nanofibras PVA/CTS

Como se mencion6 anteriormente, las colecciones de nanofibras son altamente
solubles en agua, y por lo tanto, muy inestables en medio acuoso. Por esta razén, se
realizé el entrecruzamiento de las nanofibras PVA/CTS a 140°C a tres diferentes
tiempos: 10 min, 30 miny 4 h.

El andlisis microestructural mediante FESEM a 20,000X de las colecciones de
nanofibras PVA/CTS 2:1, obtenidas a partir del entrecruzamiento, evidencié un

incremento del diametro promedio de 66 £ 13 nm a 75 = 15 nm al realizar el

entrecruzamiento térmico durante 10 min, tal como muestra la Figura 7.5a 'y 7.5b.
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Figura 7.5 Microestructura e histogramas de las nanofibras PVA/CTS proporcion 2:1
v/v a) 23 h de electrohilado y b) 23 h de electrohilado con entrecruzamiento térmico
durante 10 min.

Al incrementar considerablemente el tiempo del entrecruzamiento térmico a 4 h, se
observo la pérdida de la microestructura, en buen acuerdo con el analisis mediante
FESEM a 20,000X, tal y como muestra la Figura 7.6ay 7.6b.

Figura 7.6 Microestructura: a) nanofibras PVA/CTS 2:1 v/v y b) posterior al
entrecruzamiento térmico durante 4 h.

Se demostré la estabilidad de las nanofibras PVA/CTS 1.5:1, previamente
entrecruzadas a 140°C durante 30 min, al sumergirlas en agua destilada durante 12 h.
La coleccion de nanofibras pierde su color blanco y se torna transparente al entrar en
contacto con el agua, perdiendo estabilidad estructural. Al retirar el exceso de agua se
evidencia su gelificacion, lo que es indicativo de la pérdida de la microestructura en
forma de nanofibras.

Por lo tanto, la pérdida de la microestructura de las nanofibras PVA/CTS indica una
naturaleza hidrofilica. Al perder la calidad microestructural, se pierden las propiedades
de la nanofibras, como la porosidad, facilidad de penetracién y propiedades mecanicas

deseables para la formulacién de sistemas de liberacién controlada de farmacos.

7.3Nanofibras PVA/CTS/CUR

7.3.1 Incorporaciéon directa de la curcumina a la soluciéon
polimérica
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Se solubiliz6 la curcumina en etanol absoluto a dos concentraciones: 3% p/vy 12%
p/v. Enseguida, se incorporé la solucion de curcumina a la solucion polimérica
PVA/CS/CUR en las proporciones volumétricas 2:1:1, 1.5:1:1y 1:1:1, para llevar a cabo
el proceso de electrohilado. Las soluciones de trabajo presentaron el color ocre-
anaranjado caracteristico de la curcumina.

Las soluciones con la curcumina cargada (preparadas a partir de incorporacion de
la solucién de curcumina 3% p/v), mantuvieron una viscosidad similar a la de las
soluciones PVA/CTS ensayadas con anterioridad. De acuerdo con en esa similitud, se
mantuvo constante la distancia de trabajo durante el electrohilado de las soluciones
cargadas con el farmaco.

Por su parte, la viscosidad de las soluciones cargadas con las soluciones de mayor
concentracion de curcumina (preparadas a partir de la solucién de curcumina 12% p/v),
disminuy® ligeramente, por lo que, basado en esta hipétesis, se incrementé la distancia
de trabajo durante el proceso de electrohilado.

La Tabla 7.3 muestra los parametros de electrohilado utilizados para la obtencién
de nanofibras PVA/CTS/CUR.

El voltaje y flujo de inyeccion se mantuvieron constantes. La temperatura y humedad
relativa ambiente también se reportan en esta tabla.

Tabla. 7.3 Pardmetros de electrohilado nanofibras PVA/CTS/CUR.

Proporcién 2:1:1 1.5:1:1 1:1:1 1:1:1 1:1:1
PVA/CTS/CUR CUR 3% CUR 3% | CUR 3% CUR 12% CUR 12%
Voltaje (kV) 12 12 12 12 12
Distancia (cm) 17 17 17 19 19
Flujo (ml/h) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Temperatura 19 14 11 17-32 25-28
ambiente (°C)

Temperatura en el 40 40 40 28-33 24-28
equipo (°C)

Humedad relativa 58 64 77 76-25 35-30
ambiente (%)

Humedad relativa 40 31 33 43-27 28-25
en el equipo (%)

Tiempo (h) 3 3 3 8 4
Area del colector | Aluminio Aluminio | Aluminio Acero 20.8 Cul4s
metdlico (cm?) 29.6 29.6 29.6
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El analisis microestructural de las nanofibras, realizado mediante FESEM a 20,000X,
evidencié la formacion de nanofibras con una baja cantidad de defectos en todas las
proporciones PVA/CTS/CUR electrohiladas, tal y como se muestra en las Figura 7.7a
a’7.7d.
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Figura 7.7 Microestructura e histogramas de distribucion de las nanofibras
PVA/CTS/CUR a) 2:1:1 (CUR 3%), b) 1.5:1:1 (CUR 3%), c¢) 1:1:1 (CUR 3%) y d) 1:1:1
(CUR 12%).

Las nanofibras PVA/CTS/CUR 2:1:1 mostraron una elevada calidad microestructural
y baja cantidad de defectos, posiblemente debido a la mayor concentracién de PVA.

El diametro promedio de estas nanofibras PVA/CTS/CUR (colectadas sobre el papel
aluminio) entre 109-154 nm, se aproxima al obtenido en nanofibras PVA/CTS sin
curcumina. Por lo tranto, la incorporacion directa del farmaco a la solucion para
electrohilar PVA/CTS/CUR no influye de manera considerable en los parametros de
electrohilado y el didmetro promedio de las fibras.

Las nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1, presentan menor calidad microestructural,
mayor cantidad de defectos y una amplia distribucién de diametros, a razén de la
disminucion de la concentracion de PVA en la solucion. Consecuentemente, el aumento
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de la conentracion de curcumina y CTS, disminuye la electrohilabilidad de la solucion
de trabajo.

De acuerdo con Sedghi et al., los didametros de las colecciones de nanofibras
obtenidas a partir de las soluciones PVA/CTS/CUR, en las proporciones vy
concentraciones antes mencionadas, corresponden a los intervalos (98 - 154 + 27 nm)
registrados en su investigacion.3!

Con la intencion de obtener nanofibras PVA/CTS/CUR con un espesor adecuado
para su desprendimiento del colector metalico y posterior caracterizacion, se utilizaron
colectores de acero y cobre. Se disminuyo el tiempo de electrohilado a 8 h utilizando el
colector de acero y 4 h en colector de cobre.

El andlisis microestructural de las nanofibras, realizado a 20,000X evidencié en
ambos casos la formacion de nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1 con una baja cantidad
de defectos y una elevada calidad microestructural, independientemente del tiempo de
electrohilado (ver Figuras 7.8ay b).
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Figura 7.8 Microestructura de las nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1: a) colector de acero y b)
colector de cobre.

Independientemente del colector utilizado, ambas colecciones de nanofibras
presentan elevada calidad microestructural. Los histogramas de distribucién muestran,
una amplia distribucion de diametros de las nanofibras depositadas en el colector de
acero y una distribucion de didmetros mas estrecha al electrohilar con el colector de
cobre. La distribucién de los diametros, es un pardmetro indicativo de la uniformidad en
el tamafio de las nanofibras que conforman cada coleccion electrohilada.

Por lo tanto, el colector de cobre y la reduccién del area superficial del mismo,
disminuye el tiempo de trabajo a la mitad del tiempo que demora la produccion de
nanofibras en el colector de acero. La optimizacion del tiempo de electrohilado, permite
obtener nanofibras con espesor adecuado, para lograr el desprendimiento en su
totalidad del colector. Adicionalmente implementar colectores de cobre, permite la
obtencion de nanofibras con una microestructura homogénea respecto a la forma y

tamafo de las nanofibras que la conforman.

7.3.2 Entrecruzamiento con Iluz UV de las nanofibras
PVA/CTS/CUR 1:1:1 a partir de curcumina 12% p/v

Se analiz6 el entrecruzamiento de las nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1 mediante
exposicidon a radiacion UV con longitud de onda corta (254 nm) y larga (365 nm), durante
periodos de tiempo de entre 4 y 24 h. En este caso, se opto por el uso de la radiacion
UV para el entrecruzamiento, debido al riesgo de degradacién de la curcumina por la
exposicion a alta temperatura durante el entrecruzamiento térmico.3? En contraste con
lo reportado en la literatura, posterior al entrecruzamiento con radiacion UV las
nanofibras, no presentaron estabilidad al contacto con medios acuosos.3?

El analisis microestructural de las nanofibras, estudiado mediante FESEM a
20,000X, de las colecciones de nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1 expuestas a radiacion
UV durante 4 h empleando una longitud de onda corta a 254 nm, mostré que se

mantiene la calidad microestructural, tal y como muestra en las Figuras 7.9ay b. Se
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observo que la exposicion a la radiacion UV induce un aumento del diametro promedio
de 117 + 17nm a 147 £ 22 nm (Figuras 7.9ay b).

FVACSCUR 1:.1:1 dedh CVAICSICUR 1:1:1 de 4h UV corta
Didmetro promedio= 11717 nm 404 Didmetro promedio= 147422 nm

f\\ -
B | | | [ [ TN

&0 10 120 140 160 180 200
Intervalos de didmetros {(nm)

Frecuenda relativa (%)
-
&
I

Frecvanciaralativa 3}
¥

o

120 140 160 120 0 z0
Intervdos de didmeros (rm)

Figura 7.9 Microestructura e histogramas de las nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1: a)
sin entrecruzamiento y b) entrecruzamiento con UV corta durante 4 h.

Por su parte, el analisis microscépico de las nanofibras a 20,000X, después del
entrecruzamiento con radiacién UV-Vis, con un tiempo de exposicién de 24 h, evidencié
gue la exposicion a radiacion UV con longitud de onda corta mantiene la calidad
microestructural y aumenta considerablemente el didmetro promedio de las nanofibras
de 115 + 22 nm a 128 + 24 nm. Por su parte, la exposicioén a radiacion UV con longitud
de onda larga a 365 nm, mantiene la calidad microestructural y no incrementa
considerablemente el diametro promedio de las nanofibras. Por lo tanto, el tratamiento
con luz UV con longitud de onda larga no induce cambios significativos en las
caracteristicas microestructurales de las nanofibras y en consecuencia el

entrecruzamiento carece de efectividad, tal y como muestra la Figura 7.10.

52



PVAICS/CUR 1:1:1 UV corta PVA/CS/CUR 1:1:1 UV Larga

PVAJ/CS/CUR 1:1:1 de 8h

» Didmetro promedio= 115+22nm 1 Didmetro promedio= 128+24nm 16 Diametro promedio= 118+21nm
144 14
25
= # 12 g124 .
é o o
<20 B 2
= & 104 £ 10
B [ [
B.s © 84 @ 34
3 2 il
5 2 6 { g o lud
= o o
3 10 e 2
2 .
g wog w4
iy R 2] 2] i
o it | ' ' : \ d ol— . ! | . ! 0 ] ; . . : ;
ol wE Wi ik Big Wb GE B 100 120 W0 180 180 100 120 40 180 1@ 200

Intervalos de didmetros (nm) Intervalos de diametros (nm) Intervalos de didmetros (nm}

Figura 7.10 Microestructura e histogramas de las nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1: a)
sin exposicidn a radiaciéon UV, b) con exposicidén a radiacion UV de onda corta y c) con
exposicion a radiacién UV de onda larga.

Los didmetros promedio calculados entre 115 — 128 nm, de las colecciones de
nanofibras obtenidas a partir de las soluciones PVA/CTS/CUR 1:1:1, antes y después
de la exposicion a radiacion UV, son consistentes con los intervalos promedio entre 100
— 154 nm reportados por Sedghi et al., para nanofibras de esta composicion.!8

Se probd la estabilidad en medio acuoso de las nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1
previamente entrecruzadas con radiacion UV, sumergiéndolas en agua destilada en
periodos de 12 y 24 h. Macroscopicamente, la coleccion de nanofibras mantiene su
color caracteristico y dimensiones después de la prueba.

El analisis microscopico de las nanofibras a 10,000X, evidenci6 que las nanofibras
pierden la calidad microestructural independientemente de la longitud de onda utilizada,
y del periodo de tiempo en que se mantuvieron sumergidas en agua, tal y como se
observa en las Figuras 7.11ay 7.11d. Esto muestra que las condiciones de exposicion
mediante radiacién UV no inducen el entrecruzamiento de las nanofibras. En contraste

con lo que reporta la literatura, las nanofibras PVA/CTS cargadas con curcumina no
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presentaron estabilidad al contacto con el agua destilada, debido a que se modifico la

estabilidad y calidad de la microestructura.3?

Figura 7.11 Pérdida de la microestructura de las nanofiboras PVA/CTS/CUR
1:1:1expuestas a radiacion UV-Vis a) de onda corta con prueba de solubilidad 12 h, b)
de onda corta 254 nm con prueba de solubilidad 24 h, c) de onda larga 365 nm con
prueba de solubilidad 12 h y d) de onda larga con prueba de solubilidad 24 h.

7.3.3 Inmersion directa de las nanofibras PVA/CTS en la
solucion de curcumina

Debido a que el entrecruzamiento de las nanofibras cargadas con curcumina
durante el proceso de electrohilado, empleando radiacion UV-Vis, no resulté efectivo, y
gue el entrecruzamiento térmico no es una alternativa debido a la posible degradacion
térmica de la curcumina, se opté por cargar la curcumina por inmersion de las
nanofibras previamente entrecruzadas térmicamente en una solucion de curcumina en
etanol.

La carga de curcumina por inmersion se llevé a cabo en las nanofibras PVA/CTS
2:1, y PVA/ICTSHrraa 1.5:1, las cuales fueron previamente entrecruzadas
térmicamente. Se sumergieron 30 mg de nanofibras en 30 mL de la solucién de
curcumina 0.1 M durante 24 h. Posteriormente, se retiraron de la solucién y se secaron
a temperatura ambiente durante 24 h.

Macroscopicamente, las colecciones de nanofibras cargadas por inmersion se
observan mas rigidas y fragiles comparadas con las nanofibras obtenidas de la carga
directa del farmaco en la solucion de trabajo. Posterior al tiempo de secado, es evidente
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la pérdida de la solucién de curcumina que queda depositada en la caja Petri que

contiene las nanofibras, tal y como se muestra en la Figura 7.12.

Figura 7.12 Apariencia macroscoépica de las nanofibras PVA/CTS/CUR a) proporcion
1:1:1 incorporada en la solucién de trabajo y en colector de cobre, b) proporcién 1:1:1
incorporada en la solucién de trabajo y en colector de acero, ¢) PVA/CTS 2:1 con
entrecruzamiento térmico y cargada por inmersion; y d) PVA/CTSHrir.aa 1.5:1 de 11 h
cargada por inmersion.

Se realizé el analisis microscépico a 20,000X de las nanofibras PVA/CTS 2:1 con
entrecruzamiento térmico y cargadas por inmersion. Se evidencié una calidad
microestructural baja, con gran cantidad de defectos y fibras fragmentadas. Las
nanofibras posterior al entrecruzamiento presentaron un diametro promedio de 75 + 15
nm, el cual disminuyé a 49 + 10 nm al cargar la curcumina por inmersién, tal y como se

muestra en las Figura 7.13a y b.
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Figura 7.13 Microestructura e histogramas de las nanofibras a) PVA/CTS 2:1

entrecruzadas y cargadas por inmersion, b) PVA/CTSkrr.aa 1.5:1 cargadas por
inmersion.

Se mostro la estabilidad de las nanofibras PVA/CTSHrir:aa cargadas por inmersion,
al sumergirlas en agua destilada, durante periodos de 12 h y 24 h. El andlisis de las
nanofibras, realizado mediante FESEM a 5,000X, mostr6 la pérdida de la
microestructura, independientemente del tiempo empleado, en la prueba de solubilidad,
tal y como se muestra en las Figuras 7.14ay b.

56



Figura 7.14 Pérdida de la microestructura PVA/CTSHrir:aa 1.5:1 cargadas por
inmersién a) prueba de solubilidad durante 12 h y b) prueba de solubilidad durante 24
h.

En las Figura 7.14 b, se observa la deposicion de manera aleatoria de pequefios
cristales en la muestra, de acuerdo con la literatura son caracteristicos de la

curcumina.33

7.4Nanofibras PVA/CTS/HA

Se prepararon soluciones en la misma proporcién volumétrica de la mezcla
PVA/HA/CTS 2:1:1, variando la concentracion de los polimeros en cada una de las
soluciones de trabajo (ver Tabla 6.1), con la finalidad de estandarizar este pardmetro
para la obtencion de nanofibras de buena calidad y espesor adecuado que permita el
desprendimiento de la coleccion de nanofibras del colector metélico.

El electrohilado se llevé a cabo variando los parametros de procesamiento: aguja
#8, el voltaje, flujo de inyeccion, distancia aguja-colector, y tiempo de trabajo,
programando la temperatura de la camara del electrohilado a 40°C, monitoreando
ademas la temperatura y humedad ambiente; se emplearon colectores de aceroy cobre
de diferente area. La Tabla 7.4 muestra los parametros de electrohilado utilizados para
la obtencion de nanofibras PVA/HA/CTS 2:1:1 v/v. Se mantuvo constante la
concentracion de acido hialurénico, es decir 0.1% p/v, en cada una de las soluciones
de trabajo.
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Tabla. 7.4 Parametros de electrohilado de la mezcla PVA/HA/CTS 2:1:1 viv.

# Ensayo #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
(%p/v)PVA 4 4 4 4 4 4 10 10
CTS 1 1 1 1 1 1 1 2

HA 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Voltaje (kV) 19 19 20 19 19 21 22 22
Distancia (cm) 15 15 17.5 175 20 23 23 20
Flujo (ml/h) 0.8 0.8 0.8 0.7 0.8 0.8 0.8 0.8
Temperatura 16-29 | 11-29 | 14-28 | 22-27 | 12-28 | 26-15 | 18-30 | 17-31
ambiente (°C)

Humedad relativa | 53-25 | 63-15 | 55-17 | 55-22 | 76-26 | 80-30 | 62-18 | 85-17
ambiente (%)

Temperaturaen la | 24-29 | 19-29 | 21-28 | 23-28 | 19-29 | 23-36 | 28-31 | 26-31
camara (°C)

Humedad relativa | 32-23 | 36-18 | 25-16 | 35-23 | 44-29 | 47-29 | 35-17 | 49-22
en la camara (%)

Tiempo (h) 12 16 9 6 19 12 4 14
Area del colector | Cu Cu Cu Cu Cu Cu Acero | Acero
metalico (cm?) 14.5 14.5 14.5 14.5 14.5 145 |20.8 |20.8

Macroscopicamente, las colecciones presentaron caracteristicas diferentes a las
nanofibras PVA/CTS y PVA/CTS/CUR. Se observé una mayor fragilidad y facilidad para

pulverizarse al tacto, como fue el caso del ensayo #2: al tratar de desprender la fibra

del colector, se pulverizé en su totalidad, la fragilidad del material se observa en la

Figura 7.15a.

Figura 7.15 Apariencia macroscopica de las colecciones obtenidas de los ensayos
PVA/HA/CTS 2:1:1: a) #2 y b) #3.
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Bajo las condiciones de los ensayos #1, #3, #4, #5 y #6 de la Tabla 6.2 se determiné
gue no es posible obtener colecciones en forma de nanofibras, ya que, tal y como se
muestra en las Figuras 7.16a , obtenidas mediante FESEM a 10,000X, se origina la

formacion de micro y nanoesferas, lo que indica que el jet no se form6 adecuadamente.

Figura 7.16 Analisis microscopico de los ensayos a) #1, b) #3, ¢) #4, d) #5y e)
#6.

Mediante este analisis, se mostré en el ensayo #6 una mayor integracion de los
componentes, aun sin la formacién de nanofibras, por lo que se incrementd la
concentracion del PVA de 4% p/v a 10% p/v en la solucién de trabajo. También se
cambid el colector de cobre por un colector de acero, manteniendo constantes el resto
de los parametros de procesamiento. A partir de las esta modificacion y mediante el
analisis FESEM a 10,000X, fue posible verificar la formacion de nanofibras
PVA/CTS/HA 2:1:1 con elevada calidad microestructural y una escasa cantidad de
perlas y defectos. Se determiné una distribucién de didmetros estrecha y un diametro

promedio de 137 = 31 nm, tal y como muestran las Figuras 7.17ay b.
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PVAHAICS 2:1:1 PVA[10%) y CS 2%)

PVAHAICS 2:1:1 PVA(10%)
Diametro promedio= 251+46 nm

Didmetro promedio= 137+31nm
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Figura 7.17 Microestructura e histogramas de distribucion didmetro de las nanofibras
PVA/HA/CTS 2:1:1 a) PVA 10%, HA 0.1%, CTS 1%y b) PVA 10%, HA 0.1%, CTS 2%.

Hasta el momento, no se tiene conocimiento de reportes previos en la literatura,
sobre la produccion de nanofibras PVA/CTS/HA obtenidas en colector de cobre. En
consecuencia no se han descrito las caracteristicas microestructurales y diametro
promedio de las mismas (ver Figura 7.17a).

Se observé que, al incrementar la concentracion de CTS en la solucion de trabajo,
se dificulta su manejo a causa del incremento en la viscosidad de la solucién. Por ello,
se modificéd la distancia de trabajo, la cual fue de 23 cm para el ensayo #7 y se
disminuyé a 20 cm en el ultimo ensayo, manteniendo constantes el resto de los
parametros. El andlisis microscépico evidencié una elevada calidad microestructural,
escasa cantidad de defectos y una amplia distribucion de diametros, con un diametro

promedio de 251 + 46 nm, en buen acuerdo con investigaciones previas, que reportan
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un didmetro promedio de 261 + 17 nm para nanofibras de esta composicion (ver Figura
7.17b).8

Se utilizaron colectores de acero y de cobre, reduciendo el area de deposicion
considerablemente, con la finalidad de disminuir el tiempo de electrohilado para la
obtencién de nanofibras de buena calidad y espesor adecuado para desprender la
coleccién de nanofibras del colector (ver Anexo II).

Debido a la elevada conductividad (~2.5 mS) de la solucién PVA/CTS/HA durante el
electrohilado, se presento un retorno de voltaje desde la fuente de voltaje de la camara
del electrohilado hacia la bomba de inyeccion, lo que dificultaba su procesamiento e
incluso incrementaba el riesgo de descarga eléctrica durante la manipulacion de la
solucion. En este sentido, se modificé el dispositivo utilizado para inyectar la solucion
polimérica durante el electrohilado.

Se utilizé una jeringa de plastico de 5 mL con agua desionizada, la cual se conect6
a una manguera, ésta a su vez se conecto a un piston construido mediante la union de
dos jeringas de 5 mL cada una, el piston fue provisto de un aguja metalica #9 (ver
Figura 7.18a). El uso del pistén, aportd dos ventajas: primeramente la solucion
polimérica se mantuvo a la temperatura del interior de la camara de electrohilado (~ 40
°C) y en segundo lugar, se facilitd la inyeccién de la solucién polimérica mediante la
presion hidraulica ejercida por el agua desionizada en el dispositivo. Adicionalmente el
uso del pistdn hidraulico disminuye notablemente la pérdida del volumen de la solucién
en comparaciéon con el dispositivo de inyeccion convencional. El dispositivo de
inyeccion de configuracion convencional consta de una jeringa de plastico de 10 mL
conectada a un mangueray ésta a su vez conectada a la aguja metalica #6 (ver Figura
7.18b). La diferencia entre los dispositivos utilizados para la inyeccion de la solucion

polimérica y los calibres de las agujas utilizadas se representan en el Anexo lll.
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Figura 7.18 Dispositivos para inyeccién de la solucion polimérica a) piston hidraudlico y b)
jeringa de 10 mL.

La Tabla 7.5 presenta los parametros de electrohilado utilizados para la obtencion
de nanofibras PVA/CTS/HA en diferentes colectores, manteniendo el voltaje, flujo y

distancia de trabajo constantes.

Tabla. 7.5 Parametros de electrohilado de la mezcla PVA/CTS/HA 2:1:1 viv.

Parametros electrohilado Colector de Colector de Colector de cobre
acero 5cm? cobre 7.4 cm? 7.4 cm?

Voltaje (kV) 22 22 22
Distancia (cm) 18.5 18.5 18.5

Flujo de inyeccion (mL/h) 1 1 1
Temperatura ambiente (°C) 16-35 14-23 23-22
Humedad relativa amb (%) 57-16 59-62 29-26
Temperatura eq. (°C) 20-29 29-34 30-33
Humedad relativa eq. (%) 20-35 46-31 35-29
Tiempo (h) 10 3 4

Mediante el analisis FESEM a 10,000X de las nanofibras, fue posible verificar la
formacién de nanofibras en el colector de acero, con elevada calidad microestructural,

escasa cantidad de perlas y defectos, tal y como muestra las Figura 7.19ay b.
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Figura 7.19 Microestructura e histograma de distribucion diametro de las nanofibras

PVA/HA/CTS: a) obtenidas en el colector de acero y b) obtenidas en el colector de
cobre.

Las nanofibras PVA/CTS/HA 2:1:1, obtenidas en el colector de cobre, fueron
analizadas mediante FESEM a 10,000X y presentaron mayor calidad microestructural

y una amplia distribucion de didmetros, con un didmetro promedio de 111 + 23 nm, (ver
Figuras 7.19ay b).
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7.4.1 Entrecruzamiento térmico de las nanofibras PVA/CTS/HA

Se observo que el entrecruzamiento de las nanofibras PVA/CTS/HA 2:1:1 mejora
las caracteristicas microestructurales y otorga mayor resistencia a medios acuosos. Las
colecciones de nanofibras PVA/CTS/HA obtenidas en el colector de acero fueron
sometidas a entrecruzamiento térmico a 140 °C durante 4 h. Enseguida, se evallo su
estabilidad al contacto con el agua, sumergiéndolas durante 8 h en este medio. El
analisis microestructural FESEM a 10,000X mostré que se mantiene la microestructura
de las nanofibras después de su inmersion en agua, con una distribucion mas estrecha
de diametros y un incremento del diametro promedio de 251 + 46 nm a 262 + 37 nm,
con respecto a las nanofibras obtenidas previo al tratamiento térmico (ver Figura 7.20).

El entrecruzamiento térmico resulto efectivo para nanofibras de esta composicion.

PVA/CS/HA post-solubilidad
Didmetro promedio= 262 * 37nm

T T T
200 250 300 350
Intervalos de diametros (nm)

Figura 7.20 a) Microestructura y b) histogramas, de las nanofibras PVA/CTS/HA
obtenidas en el colector de acero, sometidas a entrecruzamiento térmico y posterior
evaluacion de su estabilidad en agua destilada durante 8 h.

7.4.2 Incorporacioén de la curcumina a la solucion polimérica

Al incorporar la solucién de curcumina al 15% p/v a la solucion polimérica
PVA/CTS/HA/CUR 2:1:1:1 (PVA 10% p/v, CTS 2% p/v, HA 0.1% p/v y CUR 3% p/v)
para su electrohilado, se observo un incremento considerable en la viscosidad de la

solucion. Después de 12 h se observo la gelificacion de la solucion, por lo tanto, no fue
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posible llevar a cabo el proceso de electrohilado para la obtencién de nanofibras de

esta composicion

7.4.3 Inmersion directa de las nanofibras PVA/CTS/HA en la
solucion de curcumina

Las nanofibras PVA/CTS/HA 2:1:1, obtenidas en el colector de cobre, se sometieron
a un entrecruzamiento térmico a la temperatura de 140 °C durante 4 h, seguido del
cargado de la curcumina por inmersion en una solucién al 2% p/v, durante 24 h. La
calidad de la microestructura se mantuvo tras realizar la carga de la curcumina. Al
evaluar su estabilidad en agua destilada en periodos de 8 - 48 h, fue evidente que la
calidad de la microestructura permanecié estable, demostrando la efectividad del
entrecruzamiento térmico para nanofibras PVA/CTS/HA cargadas por inmersion con
curcumina, tal y como se observa en las Figuras 7.21ay b.

Figura 7.21 Microestructura de las nanofibras PVA/CTS/HA cargadas con curcumina v/v a)
Posterior a la prueba de solubilidad durante 48 h y b) Posterior a la prueba de solubilidad
durante 8 h.

7.5Analisis espectroscépico de IR

Los espectros FTIR de las colecciones de nanofibras PVA/CTS 2:1:1, 1.5:1y 1:1:1
se muestran en la Figura 7.22.
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Figura 7.22 Espectro FTIR de las nanofibras PVA/CTS 2:1, 1.5:1y 1:1.

La vibraciones en las bandas 3390 y 3200 cm™ corresponden al estiramiento de los
grupos O-H y amino primarios N-H, respectivamente, caracteristicos del PVA y del
CS.1! La vibracién en 2950 cm? corresponde al estiramiento asimétrico del enlace C-H
(CH2) caracteristica del PVA.?! En la banda correspondiendo a los 1708 cm™ se
observa la vibracion asociada con la tension del enlace C=0 de la parte acetilada del
CTS,? mientras que la vibracién en 1708 cm™ es caracteristica de los estiramientos del
grupo carbonilo C=0 de la amida secundaria (amida 1),?% causado por la desacetilacién

parcial, y la flexion N-H en 1600 cm? de los grupos amino primarios (-NH2)
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respectivamente.?* Esta vibraciones aumentan su intensidad de acuerdo con la
proporciéon de CTS en las nanofibras. Las vibraciones en 1390 cm™ y en 1290 cm™
representan la flexion del enlace C-H del grupo CH20H del CTS, que pueden formar
puentes de hidrégeno con los grupos OH del PVA 225 Las vibraciones en 1000 cm™ y
1040 cm! corresponden a estiramientos —C-O tanto del PVA como del CTS.?6 En 900
cm y 600 cm se observan vibraciones fuera del plano caracteristicas del estiramiento
del enlace glucosidico C-O-C del anillo del CTS.?2?7

El espectro FTIR de la Figura 7.23 muestra los espectros de las colecciones de
nanofibras PVA/CTS en diferentes proporciones, y de las colecciones cargadas con
curcumina, PVA/CTS/CUR 2:1:1, a partir de la solucién de curcumina 3% pl/v, y
PVA/CTS/CUR 1:1:1, a partir de la solucion de curcumina 12% p/v.
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— PVA/CS 15:1
PVA/CS 1:1
PVA/CS/CURS3 2:1:1
PVA/CS/CUR12 1:1:1
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Figura 7.23 Espectro FTIR de las nanofibras PVA/CTS 2:1, 1.5:1 y 1:1 comparacion
con PVA/CTS/CUR 2:1:1 a partir de curcumina 3% p/vy PVA/CTS/CUR 1:1:1 a partir
de curcumina 12% pl/v.

Las vibraciones caracteristicas de la curcumina se encuentran en: 1591 cml,

atribuida al -OH fendlico, 1506 cm™* correspondiente al anillo del benceno, 1624 cm™
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originada por una mezcla de vibraciones de los grupos C=0 y C=C, 1275y 1152 cm™!
debido a estiramientos vibracionales de aromatico C-O y C-O-C, respectivamente.'®
Esta ultima vibracién se observa de mayor intensidad, e incluso por encima de las
vibraciones de estiramientos —C-O; tanto del PVA como del CTS.?® De la misma
manera, la vibraciéon en 900 cm™ de mayor intensidad corresponde a los estiramientos
del enlace C-O-C.%8

Se observa que, al incrementar la concentracion de curcumina en la solucion
PVA/CTS/CUR 1:1:1, las vibraciones de estiramiento del grupo O-H en 3390 cm-%, asi
como las de estiramiento de los grupos amino primarios N-H en 3200 cm?,'! y de
estiramiento del grupo amida en 1600 cm?, disminuyen su intensidad. De manera
similar, disminuye la intensidad las vibraciones en 1390 cm™ y 1290 cm* de flexién C-
H del grupo CH20H del CTS, que pueden formar puentes de hidrégeno con los grupos
OH del PVA o incluso de la curcumina.

Es evidente que la intensidad de las vibraciones disminuye al incrementar la
concentracion de curcumina en las nanofibras debido a que la disponibilidad de los
grupos funcionales presentes en el CTS y el PVA disminuye, ya que se encuentran
formando interacciones por puente de hidrégeno con el farmaco.?* Esto en buen

acuerdo con lo reportado por Cay et al, para nanofibras PVA/CTS.?*
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El espectro FTIR de la Figura 7.24 muestra los espectros de las nanofibras
PVA/CTS/HA con entrecruzamiento térmico y de las PVA/CTS/HA cargadas con CUR.
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Figura 7.24 Espectro FTIR de las nanofibras PVA/CTS/HA y PVA/CTS/HA/CUR.

Al cargar la curcumina en las nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1, las vibraciones de
estiramiento del grupo O-H en 3390 cm?, asi como las de estiramiento de los grupos
amino primarios N-H en 3200 cm™ y de estiramiento del grupo amida en 1600 cm™,
disminuyen su intensidad. De manera similar, disminuye la intensidad las vibraciones
en 1390 cm*y 1290 cm de flexién C-H del grupo CH20H del CTS, que pueden formar
puentes de hidrégeno con los grupos OH del PVA y de la curcumina.

La intensidad de las vibraciones disminuye al cargar la curcumina en las nanofibras
debido a que la disponibilidad de los grupos funcionales presentes en el CTS y el PVA
disminuye, ya que se encuentran formando interacciones por puente de hidrogeno con
el farmaco.?*

Se observan las vibraciones caracteristicas de la curcumina en: 1597 cm-?, atribuida
al -OH fendlico, 1505 cm™! correspondiente al anillo del benceno, 1627 cm™ originada

por una mezcla de vibraciones de los grupos C=0 y C=C, 1278 y 1150 cm™! debido a
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estiramientos vibracionales de aromatico C-O y C-O-C, de acuerdo con lo que reporta
Garcia et al.'8 Esta ultima vibracion se observa de menor intensidad, en el espectro de
las nanofibras PVA/CTS/HA/CUR.?¢

7.6 Propiedades térmicas

7.6.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis de TGA del CTS en polvo se muestra en la curva negra de la Figura 7.24.
Se observa alrededor de 60 °C una primera pérdida de peso de un 7.9% respecto del
peso total de la muestra, la cual esta relacionada con la eliminacién de agua ligada,
debido a que el CTS es higroscopico. La descomposicion térmica del polimero se
presenta alrededor de los 300 °C.2° En buen acuerdo con los reportes de Nirmala et al.,
que relacionan la descomposicion térmica del CTS en polvo alrededor de los 270°C.2°

El termograma del PVA (Figura 7.25) presenta también tres eventos térmicos; el
primero en 50 °C, relacionado a la pérdida de humedad absorbida del ambiente3°. En
este caso, se observa que el PVA es menos higroscoépico que el CTS, ya que la pérdida
de peso es de un 3.8% con respecto a la masa total de la muestra. La degradacion
térmica del PVA se observa en dos etapas, la primera en 275 °C y la segunda arriba de
400 °C, se observan pérdidas de peso importantes del orden del 75% del peso total de
la muestra.3! La pérdida de peso entre 270-290 °C se atribuye a la descomposicion de
la cadena lateral del PVA,3! mientras que entre 350 y 500 °C se lleva a cabo la
descomposicién de la cadena principal del PVA.3!
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Figura 7.25 Termogramas de TGA de TGA color negro para CTS en polvo, rojo para
nanofibras PVA, azul para nanofibras PVA/CTS 2:1, verde para nanofibras
PVA/CTSHrPAa 1.5:1, morado para nanofibras PVA/CTS/CUR, naranja para
nanofibras PVA/CTS/HA y verde claro para nanofibras PVA/CTS/HA/CUR .

Por su parte, el termograma de las nanofibras de PVA/CTS 2:1 muestra también
tres etapas de degradacion: la pérdida del agua contenida dentro de las nanofibras a
55 °C con una pérdida de peso del 4%, la segunda etapa en ~ 230 °C, la cual involucra
la degradacion por escision de cadena y reacciones de descomposicién; con una
pérdida del 69% del peso total, y la descomposicién del residuo en la tercera etapa a
350 °C.?* Los datos coinciden con lo reportado por Cay et al.>* Se observa que, el
porcentaje de perdida de agua ligada en las nanofibras compuestas PVA/CTS es
mucho menor, debido a la menor absorcion de humedad del ambiente. Esto se debe a
qgue la interaccién por puentes de hidrégeno entre el CTS y el PVA (anteriormente
observado por FTIR), genera menor disponibilidad para interaccionar con el agua.

El analisis de TGA de las nanofibras PVA/CTSHrir:aa (ver Figura 7.25), muestra un
comportamiento similar a la muestra descrita anteriormente, con tres eventos térmicos:
la pérdida de humedad a los 80 °C, representando una pérdida de un 3% de su masa
total, un segundo evento entre 240-300 °C, con una pérdida de un 73% del total de su
masa a consecuencia de la despolimerizacion, y una tercera pérdida de peso arriba de

los 400°C atribuida a la descomposicion de la cadena lateral. Se observa que el
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comportamiento térmico de la mezcla no se ve afectado al utilizar el sistema de
solventes HFIP:AA, de acuerdo con lo reportado por Pérez-Nava et al.3?

Por su parte, el termograma de la muestra PVA/CTS/CUR 1:1:1 (a partir de
curcumina 12% p/v), mostrado en la Figura 7.24, evidencia que la incorporacion de
curcumina origina un comportamiento térmico diferente al de la mezcla PVA/CTS sin
curcumina. Es evidente la mayor pérdida de peso a partir de los 260 °C, en buen
acuerdo con lo reportado por Masek et al., 3 quienes indican que la curcumina
comercial es térmicamente estable en el andlisis TGA entre 0 - 260 °C. Por lo tanto, sus
propiedades no cambiaran durante su procesamiento a temperaturas elevadas.

Se observa ademas que esta coleccidon de nanofibras presenta una mayor
estabilidad térmica respecto de las nanofibras sin curcumina, ya que la degradacion
térmica se presenta arriba de los 300°C.33 Estos resultados sugieren la posibilidad de
realizar el entrecruzamiento térmico de nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1, manteniendo
la estabilidad del farmaco.

El analisis de TGA de las nanofibras PVA/CTS/HA (ver Figura 7.25), muestra un
comportamiento con cuatro eventos térmicos: la pérdida de humedad a los 70 °C,
representando una pérdida de un 2% de su masa total atribuido a pérdida de agua; un
segundo evento a los 198 °C, atribuido al HA, lo que demuestra la presencia de HA en
las nanofibras de acuerdo con la literatura la degradacién térmica del polimero en
nanofibras HA/CTS se da entre 180-300 °C.3* Las pérdidas de masa a los 355 y los 400
°C corresponde a las reacciones de degradacién térmica del CTS.

Por su parte las nanofibras PVA/CTS/HA/CUR, mostrd una descomposicion térmica
de tres estados de descomposicion térmica. Los 190 °C corresponde a la degradacion
del HA. El segundo evento térmico se observa a los 280 °C que se relaciona con la
temperatura de descomposicion de la curcumina de acuerdo con reportes previos en la
literatura.3® Los eventos térmicos observados por encima de los 370 °C se atribuyen a
reacciones de descomposicion del CTS.

Con base en el andlisis termogravimétrico de las nanofibras mencionadas, las
nanofibras PVA/CTS/HA cargadas con curcumina presentan un incremento de la

estabilidad térmica y la presencia de los tres polimeros en su composicion.
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La Tabla 7.6 muestra la relacion de la pérdida de peso y las temperaturas

correspondientes, para las nanofibras analizadas.

Tabla 7.6 Relacion entre la temperatura y la pérdida de peso.

Nanofibras Temperatura Pérdida de peso

(°C) (%)

PVA 50 3.8
275 2

400 74.8
PVA/CTS 2:1 55 4
230 69

350 5.1
PVA/CTSHFiP:AA 80 3
240 — 300 73

>400 11
PVA/CTS/CUR12 260 5
1:1:1 300 53
PVA/CTS/HA 2:1:1 70 2.2

198 66.8

355 5.6

423 4.4

PVA/CTS/HA/CUR 190 6.8

280 46.3

370 11.7

7.6.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
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El comportamiento térmico de las nanofibras de PVA puro, PVA/CTS 2:1,
PVA/CTS/CUR 1:1:1 v/vy del CTS en polvo, fueron analizadas mediante calorimetria

diferencial de barrido. Los termogramas de DSC se muestran en la Figura 7.26.
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Figura 7.26 Termogramas de DSC: a) nanofibras PVA (superior) y CTS en polvo

(inferior); y b) nanofibras PVA/CTS 2:1 (superior) y nanofibras PVA/CTS/CUR12 1:1:1
(inferior).

El termograma de DSC de las nanofibras de PVA puro mostré el primer evento
térmico en 195°C, atribuido a la temperatura de fusion de la forma amorfa del PVA, el
evento térmico en 229°C corresponde a la fusion de los dominios cristalinos, en buen
acuerdo con lo reportado por Pérez-Nava et al., (226°C), y la degradacién térmica del
PVA se produce a 289.77 -C.36

El termograma de DSC del CTS mostré el comportamiento tipico de un polisacarido,
con dos estados de degradacion distintivos: Un evento endotérmico entre 66 - 106°C.3’
El primer evento térmico a 150°C corresponde a reacciones de escision de las cadenas
laterales y a 300°C corresponde a reacciones de descomposicion de la cadena principal
del CTS.

Mientras que las nanofibras de PVA/CTS 2:1 mostraron un evento térmico a 157°C,
gue corresponde a reacciones de escision de las cadenas laterales del CTS, y en 330°C
se observa la degradacion de la nanofibra. De este comportamiento, es posible inferir

gue la mezcla de polimeros PVA y CTS en forma de nanofibras presenta una fuerte
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interaccion entre las estructuras poliméricas, lo que origina una mayor estabilidad
térmica.

Por su parte, el termograma de las nanofibras PVA/CTS/CUR mostré un evento
endotérmico a 180 °C, atribuido a la temperatura de fusion de la curcumina, de acuerdo
con lo reportado por Sun et al.8 El evento térmico en 220°C es asociado a la fusion de
los dominios cristalinos del PVA. Mientras que en 340°C se presenta la descomposicion
del CTS. Las nanofibras de esta composicion incrementaron notablemente su

estabilidad térmica.

7.7 Reometria

Las soluciones poliméricas empleadas durante el proceso de electrohilado
presentan un comportamiento de un fluido no-Newtoniano o pseudoplastico,?? lo que
indica que la viscosidad de las soluciones depende del tiempo y de la velocidad de corte
aplicada. En los perfiles de viscosidad obtenidos se observa que la viscosidad aparente
disminuye con la velocidad de corte.

La dependencia de la viscosidad en funcién de la velocidad de corte para las
soluciones de trabajo fue ajustada utilizando los modelos de Cross y Carreau-Yasuda,
en los perfiles obtenidos, utilizando velocidades ascendentes y descendentes. El
modelo Cross, descrito en la ecuacién 1, puede describir el comportamiento de
dispersiones, polimeros fundidos y soluciones poliméricas. Sin embargo, debido a que

es una ecuacién empirica, el modelo puede o no ser apropiado para todos los sistemas.

U—HUoo — 1
Ho—Hoo  1+(Ky)™

(1)

En donde y es la velocidad de corte, u., €s la viscosidad a velocidad de corte infinita,
Uo €s la viscosidad a la velocidad de corte inicial, K es el tiempo de relajacion y m es un

parametro relacionado con el grado de adelgazamiento al corte.

El modelo de Carreau-Yasuda, descrito en la ecuacién 2, toma en cuenta las

mesetas Newtonianas y se adapta a una amplia gama de velocidades de corte.
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En donde pu,es la viscosidad a velocidad de corte cero, u, €s la viscosidad a
velocidad de corte infinita, K es la constante de tiempo y n es el indice de la ley de
potencia. El parametro a describe la transicién entre la meseta newtoniana y la region
de la ley de potencia.

En la Figura 7.27 se muestran los valores experimentales obtenidos para la
medicion ascendente de la viscosidad en funcion de la velocidad de corte de la solucion
PVA/CTS 2:1 vlv, y sus respectivos ajustes con los modelos matematicos antes
mencionados, representados matematicamente por las ecuaciones 1y 2. De acuerdo
con estos resultados, la solucién PVA/CTS 2:1 v/v presenta una elevada viscosidad en
estado de reposo y al aumentar la velocidad de corte la viscosidad disminuye
considerablemente, De acuerdo con la literatura, la viscosidad depende de la
concentracion de CTS en la solucién.?®> Sin embargo, en la soluciéon PVA/CTS 2:1 viv

es mayor la concentracion de PVA.

2500

"’T —e—CIM-01

4 Carreau-Yasuda . . . .z
S 20001 —Cross Figura 7.27 Viscosidad en funcion de la
£ velocidad de corte para la solucién PVA/CTS
5 1500 2:1 vlv. La mediciéon se llevd a cabo a
3 velocidades de corte ascendentes. Las lineas
'g 1000 - continuas representan los siguientes ajustes:
9 rojo Carreau-Yasuda y amarillo Cross.
S 500

0

0.1 1 10 100 10'90
Velocidad de corte (s )

Los valores experimentales obtenidos para la medicién ascendente de la viscosidad
en funcion de la velocidad de corte, y los ajustes con los modelos para la solucion

PVAJ/CTS proporcion 1.5:1 v/v, se muestran en las Figuras 7.28.
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De acuerdo con la literatura una mayor concentracion de CTS, se relaciona con un

incremento considerable de la viscosidad?® de la solucién PVA/CTS 1.5:1 v/v. De igual

manera la viscosidad disminuye al incrementar los valores de la velocidad de corte.

500

CIM-02
—— Carreau-Yasuda
—— Cross

Figura 7.28 Viscosidad en funcién de la
velocidad de corte para la solucion
PVA/CTS 1.5:1 v/v. La medicién se llevé a
cabo a velocidades de corte ascendentes.
Las lineas continuas representan los
siguientes ajustes: morado Carreau-Yasuda
y cian Cross.

01 1

10 100 1000

Velocidad de corte (s'1)

La Figura 7.29 muestra los valores experimentales obtenidos para la medicion

ascendente de la viscosidad en funcion de la velocidad de corte y sus respectivos

ajustes con los modelos matematicos para la solucién PVA/CTS proporcion 1:1 viv.

La solucion PVA/CTS 1:1 v/v presenta una mayor concentracion de CTS con

respecto a las soluciones analizadas anteriormente y en consecuencia presenta una

mayor viscosidad, de acuerdo con los reportes de Cui et al.?®

6000
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5 5000

Viscosidad (mPa
B8 B
8 8 8
1 1 1

1000
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—— Carreau-Yasuda
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10 100 1000
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Figura 7.29 Viscosidad en funcion de la
velocidad de corte para la solucion PVA/CTS
1:1 viv. La medicion se llevé a cabo a
velocidades de corte ascendentes. Las lineas
continuas representan los siguientes ajustes:
rojo Carreau-Yasuda y azul Cross.

Las soluciones de PVA/CTS en todas las proporciones ensayadas, presentaron un

comportamiento de tipo pseudoplastico, caracterizado por una disminucién de la

viscosidad a medida que la velocidad de corte aumenta. Al aumentar la concentracion
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de CTS en la solucion PVA/CTS se observa un incremento considerable en la
viscosidad de la misma.

Los valores experimentales obtenidos para la medicion ascendente de la viscosidad
en funcién de la velocidad de corte, y los ajustes con los modelos mencionados para la
solucion PVA/CTS/CUR proporcién 1.5:1:1 v/v (obtenida a partir de la solucién de

curcumina 3%p/v), se muestran en las Figura 7.30.
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0 J —grewvssid® | Figura 7.30 Viscosidad en funcion de la
iy velocidad de corte para la solucién
E om0 PVA/CTS/CUR 15:1:1 v/_v. La medicion se
S llevé a cabo a velocidades de corte
3 N, ascendentes. Las lineas continuas
'g \ representan los siguientes ajustes: color
o e, vino Carreau-Yasuda y amarillo Cross.

> 10001 \\

o1 110100
Velocidad de corte (s )

De acuerdo con los ajustes realizados con el modelo de Cross, se observa que el
ajuste de los datos no es muy preciso a altas velocidades de corte. Ademas, de acuerdo
con los resultados tabulados en las Tablas 7.7 y 7.8, es posible identificar que el ajuste
con el modelo Cross obtiene un menor coeficiente de determinacién si se compara con
el coeficiente de determinacion obtenido para los ajustes realizados con el modelo
Carreau-Yasuda. Sin embargo, el resultado obtenido del andlisis reométrico de la
solucién PVA/CTS/CUR, presenta un artefacto y no fue verificado. Por lo que la
interpretacion del mismo carece de fiabilidad.

La Tabla 7.7 resume los valores resultantes de los ajustes realizados con el modelo
de Cross para la evolucion de la viscosidad en funcién de la velocidad de corte para

mediciones ascendentes.

Tabla 7.7 Parametros obtenidos para el ajuste realizado con el modelo Cross para la
evolucion de la viscosidad en funcion de la velocidad de corte ascendente para las
soluciones PVA/CTS y PVA/CTS/CUR.

| Solucién | o | e | K | m ] R?
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Viscosidad | Viscosidad | Constante | indice de | Coeficiente de
de corte |de corte | de tiempo | la ley de | determinacién
cero (Pa.s) | cero (Pa.s) | (s) potencia
PVA/ICS 2:1|2138.74344 |0 +(0.02715 £ |0.37433 +|0.99923
viv + 32.63754 | 70.208354 | 0.00358 0.02095
PVA/CS 1.5:1|3722.3543 £ |0 +(0.23021 £ |0.33671 +|0.99749
viv 228.02129 144.07717 | 0.05252 0.03958
PVA/ICS 1:1|7154.07166 |0 +[0.26659 £ |0.39656 =+ | 0.99907
viv +213.45422 | 118.0085 0.02971 0.02249
PVA/CS/ICUR | 82482.33986 | 1435.99741 | 4.69504 + | 1.07434 +|0.99700
15:1:1viv | £1319.5506 | +50.16031 | 0.14138 0.01106

La Tabla 7.8 resume los valores resultantes de los ajustes realizados con el modelo

de Carreau-Yasuda para la evolucién de la viscosidad en funcion de la velocidad de

corte para mediciones ascendentes.

Tabla 7.8 Pardmetros obtenidos para el ajuste realizado con el modelo Carreau-
Yasuda para la evolucién de la viscosidad en funcién de la velocidad de corte
ascendente para las soluciones PVA/CTS y PVA/CTS/CUR.

Soluci Ko oo K n a R?

on Viscosidad | Viscosidad | Constan | indice de | Factor Coeficient
de corte |de corte|te de |la ley de|adimensi |e de
cero (Pa.s) | cero (Pa.s) |tiempo | potencia |onal determina

(s) cion

PVA/C |2181.929 +|0 +0.01084 | 0.56101 +|0.3396 0.99943

S 2:1(81.92133 381.77649 |t 0.53688 +0.07803

viv 0.04992

PVA/C | 3996.92274 | 0 +0.05469 |0.5881 +|0.27711 % |0.99804

S 1.5:1|+£964.9298 | 696.94488 |+ 0.89738 0.21714

viv 0.66521

PVA/C |7600.59333 |0 + 425.|0.0999 +|0.53492 +|0.33471 £ |0.99933

S 11|+ 00017 0.36046 | 0.34686 0.1047

viv 726.28854

PVAIC | 47797.7229 | 646.16449 |5.07541 | 0.22905 * | 14.2204 + | 0.99997

SICUR |7 +|+38.16854 |+ 0.00337 1.36514

1.5:1:1 | 89.09688 0.01838

A

Con los ajustes realizados con el modelo Carreau-Yasuda para los datos obtenidos

de la viscosidad en funcion de la velocidad de corte ascendente de las soluciones

PVA/CTS y PVA/CTS/CUR en las proporciones anteriormente mencionadas, es posible
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comprobar que el modelo Carreau-Yasuda resulta 6ptimo para describir el
comportamiento de las soluciones analizadas.

Para evaluar la eficiencia de los modelos Cross y Carreau-Yasuda, se realiz6 la
comparacion del coeficiente estadistico de determinacién (R?) obtenido para ambos
modelos, obteniendo que el modelo de Carreau-Yasuda es mas preciso para describir
el comportamiento de las soluciones PVA/CTS y PVA/CTS/CUR.

La Figura 7.31 muestra una comparacion de los valores experimentales obtenidos
para la medicion ascendente de la viscosidad de las soluciones PVA/CTS en las
proporciones antes analizadas.

De acuerdo con el analisis comparativo de las soluciones PVA/CTS en las diferentes
proporciones, se observa que el incremento de la proporcion de CTS se relaciona con
el incremento de la viscosidad de la solucion al encontrarse en estado de reposo. Todas
las soluciones ensayadas presentan comportamiento de tipo pseudoplastico, ya que al
aumentar la velocidad de corte disminuye la viscosidad de las soluciones, es decir, la
viscosidad es un pardmetro inversamente proporcional a la velocidad de corte aplicada

durante el analisis reométrico.

10000
o PVAICS 1 51 v Figura 7.31 Viscosidad en funcion de la

RGN velocidad de corte para las soluciones:
color verde PVA/CTS 2:1, lila PVAICTS
1.5:1 y dorado PVA/CTS 1:1. La medicién
se llevo a cabo a velocidades de corte
ascendentes.
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Adicionalmente, se realizo la medicion de la viscosidad de la solucion PVA/CTS/HA
proporcion 2:1:1 viv, PVA/CTSHrr.aa Y soluciones de CTS y PVA por separado,

conteniendo la misma cantidad de solventes que en las soluciones PVA/CTS en las

proporciones anteriormente analizadas.
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La Tabla 7.9 muestra las concentraciones de polimero en cada solucién, tomando

como base los solventes totales de las soluciones PVA/CTS.

Tabla. 7.9 Concentraciones de polimero en las soluciones para analisis de viscosidad.

Solucién CTS PVA HA Solucién base
(Yop/v) | (%op/v) | (Yop/v)
PVA/HA/CTS 2:1:1 viv 1 4 0.1 NA
PVA/CTSHrip:aa 1.5:1 ViV 0.5 4.8 NA NA
CTS 1.3 NA NA PVA/CTS 2:1
PVA NA 5.3 NA PVA/CTS 2:1
CTS 1.6 NA NA PVA/CTS 1.5:1
PVA NA 4.8 NA PVA/CTS 1.5:1
CTS 2 NA NA PVA/CTS 1:1
PVA NA 4 NA PVA/ICTS 1:1

La Figura 7.32 muestra los valores experimentales obtenidos para las mediciones
ascendente del esfuerzo cortante en funcion de la velocidad de corte para las
soluciones enlistadas en la Tabla 6.11. Las soluciones de PVA, a las diferentes
concentraciones presentaron el comportamiento de un fluido Newtoniano en casi toda
la gama de velocidades de corte. El resto de las muestras, en presencia de CTS,
presentan una meseta Newtoniana, seguida por un comportamiento reo-fluidificantes,
en el que se presenta una ligera disminucién de su viscosidad a medida que aumenta
la velocidad de corte.

La variacion de la viscosidad, en funcion de la velocidad de corte, de las soluciones
de PVA, permanece constante a una velocidad de corte cero (Figura 7.33), lo que
describe a los fluidos Newtonianos que varian su viscosidad solamente en respuesta a

cambios de temperatura o presion.
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Figura 7.32 Viscosidad en funcion de la
velocidad de corte para las soluciones:
café PVA/HA/CTS 2:1:1, verde
PVA/CTSHripaa 1.5:1, gris CTS 1.3%, azul
marino PVA 5.3%, naranja CTS 1.6%,
morado PVA 4.8%, rosa CTS 2% y azul
claro PVA 4%. La medicion se llevé a cabo
a velocidades de corte ascendentes.
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1.3%, azul marino PVA 5.3%, naranja CTS
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Con base en los resultados obtenidos del andlisis de viscosidad de las soluciones

antes mencionadas, es evidente la elevada viscosidad de las soluciones PVA/CTS y

PVA/CTS/CUR en todas las proporciones analizadas.

La viscosidad de las mezclas PVA/CTS aumenta al incrementar la concentracion de

CTS, y por lo tanto, se modifica su comportamiento a fluido pseudoplastico como

muestran los reogramas de las mezclas PVA/CTS (Figura 7.31) en las proporciones

analizadas.

La formacion de las nanofibras depende de la concentracion de los polimeros en

soluciéon y de la viscosidad.?? Las nanofibras obtenidas a partir de una mayor

concentracion de PVA, con respecto a la concentracion de CTS (PVA/CTS 2:1),
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presentan mayor calidad microestructural. Las soluciones presentan una viscosidad
considerablemente mayor conforme aumenta la velocidad de corte, de acuerdo a la
Figura 7.32. El comportamiento de las soluciones PVA/CTS de tipo pseudoplastico, se
relaciona con la facilidad de la gota para vencer la tensidn superficial, formar el cono de
Taylor y alargarse para la formacion de un jet estable, y en consecuencia para la
adecuada deposicion de nanofibras en el colector.?? Las fibras con alta flexibilidad
tienden a formar mejores estructuras de red debido a las interacciones entre fibras.??

En contraste, la solucién que presenta mayor concentracion de CTS (PVA/CTS 1:1)
presenta, de acuerdo con la Figura 7.31, un comportamiento de tipo pseudoplastico y
una disminucion en la viscosidad al aumentar la velocidad de corte. Esto se refleja en
una menor calidad microestructural de las fibras, como consecuencia de la mayor
resistencia que opone la solucion a la deformacion inicial de la gota y dificultad para la
formacion del cono de Taylor.??

De acuerdo con Cardoso et al., ?? las soluciones que presentan alta resistencia a la
deformacion inicial requieren de la aplicacion de un campo eléctrico (kV) mas elevado
para la formacion de un jet estable. Sin embargo, la diferencia en las concentraciones
de los polimeros no es significativa entre una solucion y otra, por lo tanto, se mantuvo
el voltaje constante (12 kV) durante el electrohilado de las soluciones PVA/CTS en
todas las proporciones.

La solucion PVA/CTSHrip:aa 1.5:1 presentd un comportamiento Newtoniano, al igual
gue la solucion PVA/CTS/HA 2:1:1, por lo que requieren la aplicacién de un voltaje mas
elevado durante el procesamiento.

La variacion de la viscosidad, en funcion de la velocidad de corte, de la solucion de
PVA 20% pl/v, permanece constante a una velocidad de corte cero, lo que describe a
los fluidos Newtonianos que varian su viscosidad solamente en respuesta a cambios

de temperatura o presion. De acuerdo con el reograma mostrado en la Figura 7.34.
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Figura 7.34 Reograma de las soluciuones: a) color naranja PVA 20%, b) color amarillo
PVA/CTS/HA1 (CTS 1%) y c) color azul PVA/CS/HA2 (CS 2%).

Las nanofibras PVA/CTS/HA obtenidas a partir de una mayor concentracion de PVA
(10% v/v) con respecto a la concentracion de CTS (1%) presentaron mayor calidad
microestructural, debido a que disminuye la viscosidad considerablemente conforme
aumenta la velocidad de corte (Figura 7.34). Las fibras con alta flexibilidad tienden a
formar mejores estructuras de red debido a las interacciones entre fibras.3°

Las soluciones PVA/CTS/HA mostraron un comportamiento de tipo Newtoniano, por

lo que requieren la aplicacion de un voltaje mas elevado durante el procesamiento.

7.8 Conductividad de las soluciones a electrohilar

Se realiz6 la determinacion de la conductividad eléctrica de las soluciones de trabajo
por triplicado. Los resultados se presentan en la Tabla 7.10. Asimismo, se midi6 la
conductividad de la solucion estandar marca OHAUS, como referencia. Las mediciones

se llevaron a cabo a temperatura ambiente (~25 °C).
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Tabla 7.10 Conductividad de las soluciones de trabajo. *Menor concentracién de PVA
(4%) y CTS (1%), ** Incremento de la concentracion de PVA (10%) y ***Mayor
concentracion PVA (10%) y CTS (2%).

Solucién Conductividad | Desviacion
(mS) estandar
Estandar 0.02 0.008
Curcumina 3% p/v 0.03 0.016
Curcumina 12% p/v 0.03 0.012
PVA 8% p/v 0.40 0.016
HA 0.5% p/v 0.71 0.024
HA 1% p/v 1.59 0.063
PVA/CTS 2:1 viv 1.68 0.043
PVA/CTS 1.5:1 viv 1.54 0.020
PVA/CTS 1:1 viv 1.55 0.029
PVA/CTS/CURS3, 2:1:1 viv 0.78 0.033
PVA/CTS/CURS3, 1.5:1:1 viv 0.77 0.012
PVA/CTS/CURS3, 1:1:1 viv 0.73 0.032
PVA/CTS/CUR12, 2:1:1 viv 0.79 0.016
PVA/CTS/CUR12, 1.5:1:1 viv 0.77 0.016
PVA/CTS/CUR12, 1:1:1 viv 0.72 0.037
*PVA/CTS/HA 2:1:1viv 2.46 0.046
PVA/CTS Hripaa 1.5:1 ViV 0.43 0.020
CTS 1.3% p/v 2.39 0.050
PVA 5.3% plv 0.75 0.024
CTS 1.6% p/v 2.39 0.045
PVA 4.8% plv 0.89 0.044
CTS 2% plv 2.45 0.049
PVA 4% plv 1.06 0.073
*PVA/HA/CTS 2:1:1viv 2.41 0.052
**PVA/HA/CTS 2:1:1viv 2.34 0.021
PVA/HA/CTS/CUR 2:1:1:1 viv 1.26 0.008
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ElI CTS tiene capacidad i6nica a causa de su naturaleza polielectrolitica, por lo tanto,
aumenta considerablemente la conductividad de la solucion al entrar en contacto con
soluciones de menor conductividad como PVA y curcumina, el incremento dependera
significativamente de la concentracion de CTS. En congruencia con los argumentos de
Cardoso et al.,?? la influencia del PVA reduce considerablemente la conductividad de
las soluciones.

El analisis comparativo mostré que, en la solucion 2% p/v de CTS puro y en la
solucién PVA/HA/CTS con CS 2%, debido al alto contenido de PVA (10% p/v), se crean
mas interacciones por puente de hidrogeno entre el PVA y el CTS, disminuyendo los

grupos funcionales responsables de la conductividad eléctrica.??

7.9 pH de las soluciones a electrohilar

La determinacion de pH se ha realizado en las soluciones que se enlistan en la
Tabla 7.11.

Tabla 7.11 Determinacion de pH de las soluciones.

Solucién
PVA/CTS 2:1 viv

PVA/CTS 1.5:1 viv
PVA/CTS 1:1 viv
PVA/CTS/CURS, 2:1:1 viv
PVA/CTS/CURS, 1.5:1:1 viIv
PVA/CTS/CURS, 1:1:1 viv
PVA/CTS/CUR12, 2:1:1 viv
PVA/CTS/CUR12, 1.5:1:1 viv
PVA/CTS/CUR12, 1:1:1 viv
*PVA/HA/CTS 2:1:1viv
PVAICTS Hrip:aa 1.5:1 viv
CTS 1.3% p/v

PVA 5.3% pl/v

CTS 1.6% pl/v

NHNwNwwwwwwwwwg
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PVA 4.8% plv

CTS 2% pl/v

PVA 4% plv

*PVA/HA/CTS 2:1:1viv
***PVA/HA/CTS 2:1:1viv
PVA/HA/CTS/CUR 2:1:1:1 viv

Nl N N | N| P

7.10 Cinética de liberacion

Se elabord la curva de calibracion partiendo de soluciones de curcumina en etanol

absoluto, a concentraciones conocidas, las cuales se enlistan en la Tabla 7.12.

Tabla 7.12 Soluciones de curcumina de concentracion conocida elaboradas para la
curva de calibracion.

No. De Concnetracion de curcumina
solucion (ng/mL)
1 100

70
50
20
10
5
1

N O O A WD

87



Se determind la absorbancia de las soluciones de curcumina de concentracion
conocida (1 a 100 pug/mL), a una longitud de onda de 425 nm, permitiendo trazar la

curva de calibracion que se muestra en la Figura 7.35.
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Figura 7.35 Curva de calibracion de curcumina en etanol absoluto, mediciones
realizadas a Amax= 425nm del principio activo.

Los perfiles de liberacion de la curcumina , se obtuvieron al sumergir las nanofibras
PVA/CTS/HA en 3 mL de etanol absoluto bajo agitacidon constante y a temperatura
ambiente. Se tomaron alicuotas periédicamente del medio de liberacién, se midié la
absorbancia a la Amax y posteriormente se reincorporé el contenido de cada alicuota al
medio de liberacion.

Para determinar la concentracion de curcumina, se utiliz6 una curva de calibracion
con concentraciones de 1 a 100 pug/mL. Se realizaron dos ensayos de cinética de
liberacion de la curcumina a partir de las nanofibras PVA/CTS/HA 2:1:1 vl/v, en los
cuales se utilizé etanol absoluto (pH=7) como medio de liberacién. Los resultados se
muestran en la Figura 7.36 en donde se observo que la liberacion general se puede
dividir en dos etapas: una liberacion rapida en la primera hora y una liberacién lenta

después de 1.5 h.
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Figura 7.36 Perfiles de cinética de liberacion de curcumina de las nanofibras
PVA/CTS/HA/CUR, se muestra el perfil 1 en color negro y el perfil 2 en color rojo.

Durante la primer etapa, se observo una liberacion de tipo réfaga, en esta etapa se
liberé la curcumina depositada en la superficie de las nanofibras y por lo tanto, la
velocidad de liberacion dependié de la desorcién de la curcumina.t®

Después de 1.5 h, la velocidad de liberacion se volvid lenta y fue casi constante
hasta las 24 horas (cinética de liberacion del farmaco de orden cero).'® La tasa de
liberacién depende principalmente de la interaccion entre las nanofibras tricomponente
y la curcumina.

Se realiz6 otro perfil de cinética de liberacion modificando el medio de liberacion y
algunas condiciones de procesamiento. Con la intension de simular en el medio de
liberacidn, se utilizé una solucion (20 mL) buffer de fosfatos (pH=7) y se agregd 2% v/v
de etanol absoluto (solucion Buffer-Etanol) para favorecer la solubilidad de la curcumina
en el medio de liberacion. Utilizando la solucion Buffer-Etanol se elaboraron soluciones
de curcumina de concentracion conocida, las concentraciones mencionadas en la
Tabla 7.12.

Se determiné la absorbancia de las soluciones de curcumina de concentraciones

entre 1y 100 ug/mL), a una longitud de onda de 425 nm, permitiendo trazar la curva

de calibracion que se muestra en la Figura 7.37.
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Figura 7.37 Curva de calibracion de curcumina utilizando la soluciéon Buffer —
Etanol, mediciones realizadas a Amax= 425nm del principio activo.

La coleccién de nanofibras PVA/CTS/HA cargada con curcumina se introdujo en una
membrana con la intensién de simular el paso de la curcumina a través de una barrera
fisica para su liberacion en el organismo humano. Posteriormente se sumergio la
membrana con las nanofibras en la solucién Buffer-Etanol, bajo agitacion constante a
una temperatura de 37 °C.

El perfil de liberacion de la curcumina se obtuvo a partir de alicuotas tomadas
periodicamente del medio de liberacion, a las cuales se les midi6 la absorbancia a la
Amax de la curcumina. Posterior a cada medicion, se desechd la alicuota y se recuperé

el volumen del medio de liberacion con solucién Buffer-Etanol fresca (a temperatura
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ambiente). De esta manera, se grafico la cinética de liberacion de concentraciéon
acumulada, mostrada en la Figura 7.38.
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Figura 7.38 Cinética de liberacion con concentracion acumulada en solucion
Buffer-Etanol, mediciones realizadas a Amax= 425nm del principio activo.

8. Conclusiones

Mediante la estandarizacion de los parametros involucrados en las soluciones de
PVA/CTS, PVA/ICTS/ICUR y PVA/HA/CTS para el electrohilado, entre los cuales se
incluye la conductividad, pH, viscosidad y los solventes utilizados. La estandarizacion
de los parametros de procesamiento, incluidos el voltaje, velocidad de flujo, distancia
aguja-colector, el didmetro de la aguja e incluso el tipo de colector metélico y el tamafio
de este, fue posible obtener nanofibras con elevada calidad microestructural.

Las nanofibras presentaron una escasa cantidad de defectos y de perlas, asi como
una amplia distribucion de diametros entre 100 — 400nm, que indica uniformidad
morfoldgica de la estructura de las colecciones de nanofibras.

Para la produccion de nanofibras PVA/CTS, PVA/CTS/CUR y PVA/HA/CTS, se
identificd que el uso de colectores compuestos de diferente metal (acero inoxidable y
cobre), asi como el tamafio de estos, afectan de manera considerable la calidad

microestructural de las nanofibras.
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La eleccidén de solventes (4cido acético o HFIP) para la preparacion de la disolucion
de CTS puro, afectan de manera considerable la calidad microestructural de las
nanofibras producidas a partir de la mezcla PVA/CTS. Al emplear el sistema de
solventes HFIP:AA para la disolucion de CTS puro, se obtuvieron nanofibras
PVA/CTSHrip:Aa 1.5:1 con escasa calidad microestructural, empleando un colector de
cobre. Las nanofibras PVA/CTSHrir:aa perdieron su estabilidad en medio acuoso, razén
por la cual se descarté la utilizacion de esta solucion.

Se encontrd solvente mas adecuado para disolver el CTS puro fue el acido acético
80% v/v en solucion acuosa. La solucion PVA/CTS 1.5:1 generd nanofibras de elevada
calidad microestructural y con escasa cantidad de perlas o defectos, empleando un
colector de acero inoxidable. Se identificé que las nanofibras de esta composicion son
solubles en agua, por lo que se sometieron a un entrecruzamiento térmico. Sin
embargo, al contacto con el agua destilada, se tornaron transparentes perdiendo
estabilidad estructural, y al retirar el exceso de agua, se evidencio su gelificacion,
mostrando la pérdida de la microestructura en forma de nanofibras.

Para la produccion de nanofibras PVA/HA/CTS, se estandarizaron tanto los
parametros de electrohilado como la concentracion de los polimeros en la solucion,
obteniendo nanofibras de elevada calidad microestructural y escasa cantidad de
defectos a partir de una concentracion p/v: PVA 10%, HA 0.1% y CTS 2%.

Las nanofibras PVA/CTS/HA obtenidas en el colector de cobre de menor area
presentaron elevada calidad microestructural. Se identificé6 que implementar colectores
de cobre reduce el tiempo de electrohilado para obtener nanofibras con suficiente
espesor para desprenderlas del colector durante 3 — 4 h. Es importante mencionar que,
a la fecha, en la literatura no existen reportes del uso de colectores de cobre para el
proceso de electrohilado.

La carga de la curcumina directa en la solucién de trabajo PVA/CTS/CUR genero
una mayor calidad microestructural de las nanofibras, al comparar la microestructura
con las nanofibras PVA/CTS cargadas por inmersion, las cuales presentaron una mayor
cantidad de defectos y menor calidad microestructural.

La exposicion de las nanofibras PVA/CTS/CUR 1:1:1 (con elevada calidad

microestructural), a radiacion UV de onda corta y onda larga durante 4, 12y 24 h, induce
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un incremento del diametro promedio de las nanofibras. Sin embargo, ninguno de los
ensayos le otorg6 a las nanofibras estabilidad al contacto con el agua, lo que indica que
no se llevo a cabo un entrecruzamiento.

Las nanofibras PVA/CTS/HA son solubles en agua, por lo que se sometieron a
entrecruzamiento térmico. El tratamiento térmico a 140°C por 40 min resulté un método
de entrecruzamiento efectivo, otorgando mayor estabilidad a las nanofibras al contacto
con el agua.

La carga de la curcumina mediante inmersion directa de las nanofibras PVA/CTS/HA
previamente entrecruzadas, mantiene la calidad de la microestructura de las nanofibras.
El entrecruzamiento térmico mantuvo la estabilidad de las nanofibras
PVA/CTS/HA/CUR al contacto con medios acuosos.

Los espectros FTIR de las soluciones PVA/CTS evidencian la presencia de
interacciones por puentes de hidrégeno entre los grupos -NHz del CTS y -OH del PVA.
Mientras que el espectro de la solucion PVA/CTS/CUR12 1:1:1 (con una mayor
concentracion de curcumina), evidencié una disminucion en la intensidad de las
vibraciones antes mencionadas, o que demuestra que las interacciones de ambos
polimeros con el farmaco son, de igual manera por puentes de hidrégeno.

El analisis termogravimétrico de las nanofibras de PVA puro, PVA/CTS 2:1,
PVA/CTSHFP:2a 1.5:1 y PVA/CTS/CUR12 1:1:1 evidencio una mayor estabilidad térmica
al incorporar la curcumina al sistema, lo que sugiere que posiblemente las nanofibras
cargadas con curcumina pueden someterse a tratamiento térmico para su posible
entrecruzamiento, sin alterar la estabilidad del farmaco.

El analisis mediante calorimetria diferencial de barrido de las nanofibras de PVA
puro, PVA/CTS 2:1 y PVA/CTS/CUR 1:1:1, asi como el andlisis de CTS en polvo
evidenci6 un desplazamiento de la estabilidad térmica del PVA de acuerdo a la
concentracion en la que se encuentra presente en las nanofibras. Mientras que las
nanofibras que contienen mayor concentracion de CTS PVA/CTS/CUR 1:1:1
presentaron mayor estabilidad térmica.

Por su parte, el analisis de las propiedades reoldgicas de las soluciones de PVA

puro evidencié un comportamiento Newtoniano, mientras que, para el CTS y las
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mezclas PVA/CTS, la viscosidad aumenta al incrementar la concentracion de CTS;
presentando un comportamiento pseudoplastico.

Las soluciones de PVA puro, PVA/CTSHrip:aa 1.5:1, PVA/ICTS/HAL1 y PVA/CTS/HA2
mostraron un comportamiento caracteristico de un fluido no-Newtoniano. La viscosidad
aumenta al incrementar la concentracion de CTS en la solucién; hecho que se extrapola
a la utilizacion de un voltaje mayor e incluso la utilizacién de una aguja de mayor calibre.

La formacion de las nanofibras depende de la concentracién de los polimeros en
solucion y de la viscosidad. Las nanofibras de mejor calidad microestructural se
obtuvieron a partir de una mayor concentracion de PVA con respecto a la concentracion
de CTS (PVA/CTS/HAL), ya que la viscosidad disminuye considerablemente, en
comparacién con las nanofibras obtenidas a partir de la solucibn con mayor
concentracion de CTS (PVA/CTS/HA2).

La conductividad de las soluciones increment6 al aumentar la concentracion de
CTS, mientras que la influencia del PVA redujo considerablemente este parametro.
Cuando la conductividad eléctrica de la solucion es menor, aumentar la velocidad de
flujo de inyeccién y/o el voltaje favorece el electrohilado.

El pH de las soluciones empleadas para electrohilar se mantuvo entre 2 - 3, pH
adecuado para mantener las propiedades del CTS.

Los perfiles de liberacion cinética de la curcumina a partir de las nanofibras

PVA/CTS/HA mostraron una liberaciéon controlada de la curcumina
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Anexos

Anexo |

En esta seccidbn se muestran las imagenes representativas de las soluciones

utilizadas para electrohilar.

Figura A1-2. Soluciones PVA/CTS/CUR obtenidas a partir de la solucion de

curcumina 3 % pl/v.
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Figura A1-3. Soluciones PVA/CTS/CUR obtenidas partir de la solucion de

curcumina 12 % p/v.

Figura A1-5. Solucion PVA 8 % plv.
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Algunas de las caracterizaciones realizadas a las soluciones para electrohilar, se

muestran a continuacion.

Figura A1-6. Determinacion de pH con tira reactiva, de las soluciones PVA/CTS y
PVA/CTS/CUR.
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Figura A1-8. Determinacion de las propiedades reométricas de las soluciones

poliméricas.

Las series de diluciones realizadas a partir de la solucion madre, con la finalidad de

elaborar las curvas de calibracidén correspondientes, se muestran a continuacion.

Figura A1-9. Soluciones preparadas para realizar la curva de calibracién a) medio de
liberacién etanol y b) medio de liberacién Buffer - Etanol.
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Anexo Il

En esta seccion se muestran las imagenes representativas de los colectores

metélicos utilizados para electrohilar.

Figura A2-1. Colector de acero cubierto con aluminio con nanofibras
PVA/CTS/CUR.

Figura A2-2. Colector de acero inoxidable con area superficial a)216 cm?, b)20.8
cm?y c¢) 5 cm>.
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Figura A2-3. Colector de cobre con area superficial a) 14.5 cm?y b) 7.4 cm?.
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Anexo lll

En esta seccidn se muestran las imagenes representativas de los dispositivos de

inyeccion de la solucion polimérica, utilizados durante el electrohilado.

Solucién
Pist()n polimérica
N P T

Solucion polimérica

Figura A3-1. Dispositivos de inyeccidn de la solucion polimérica a) pistdon

hidraulico y b) configuracién convencional con jeringa.

@ m\\‘\\\\\m
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Figura A3-2. Diferencia de tamafio entre las jeringas utilizadas de acuerdo al
dispositivo de inyeccién de la solucion polimérica a) jeringas de 5y 10 mL y b) piston
elaborado mediante la unién de 2 jeringas de 5 mL.
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Figura A3-3. Agujas metalicas para electrohilar a) agujas #6, #8 y #9 b)

apreciacion de los diferentes diametros de las agujas.
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