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Resumen

En el campo de las ciencias farmacéuticas, la liberacion controlada se refiere a sistemas de
administracion de farmacos a los cuales se les ha variado las caracteristicas de liberacion,
mediante modificaciones fisicas o quimicas, con la finalidad de lograr un efecto terapéutico
mas prolongado en el tiempo. Numerosos materiales y técnicas de fabricacion han sido
exploradas para la obtencién de soportes de liberacion, entre las que destacan la potente
técnica del electrohilado. El electrohilado permite la fabricacion de fibras de polimero a
escala nano y micrométrica. Las fibras se generan mediante la aplicacion de un campo
eléctrico fuerte sobre una solucion polimérica. Varios polimeros (sintéticos, naturales e
hibridos) se han electrohilado con éxito. Las ventajas de usar fibras electrohiladas en la
administracion de farmacos incluyen: (1) alta carga de farmaco (hasta 60% en relacion con el
peso de polimero empleado) y eficiencia de encapsulacion del farmaco (hasta 100%), (2) la
variedad de polimeros que se pueden electrohilar disminuye el problema de compatibilidad
con el farmaco a encapsular (3) capacidad para modular la liberacion, variando la
composicion, morfologia o funcionalizacion de la matriz y (4) simplicidad del proceso y bajo
costo. Los polimeros mas comunmente utilizados para liberacion sostenida son los
poliesteres biodegradables como el acido polilactico (PLA), ya que es un material
biocompatible, bioldgicamente inerte y aprobado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA), ademas de que, al ser biodegradable, no es necesario realizar cirugia
para extraerlo del cuerpo y sus productos de degradacion no son toxicos. La cafeina es una
metilxantina que estimula el sistema nervioso central, creando una condicion de vigilia y una
mayor actividad mental y motora. Ademas, se usa en combinacion con analgésicos en el
tratamiento de algunos tipos de migrafia, enfermedad que en casos graves resulta
incapacitante.  En este estudio, se obtuvieron matrices de fibras de PLA mediante
electrohilado cargadas con diferentes concentraciones de cafeina (como farmaco modelo).
Para su caracterizacion morfolégica y fisicoquimica se utilizaron las técnicas de microscopia
electronica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier (FTIR),
microscopia Raman confocal, Difraccion de Rayos X (DRX), resonancia magnética nuclear
(RMN) y analisis termogravimétrico (TGA). El perfil de liberacion de cafeina fue obtenido
mediante ensayos de liberacion in vitro, en PBS bajo condiciones controladas. La
cuantificacion del farmaco se realizd mediante espectroscopia UV-Visible a una longitud de
onda de 273 nm. Ademas, se evaluaron los modelos matematicos propuestos por Higuchi,
Korsmeyer-Peppas y Orden 0 para establecer las cinéticas y mecanismos que rigen la

liberacion de cafeina desde las matrices de PLA.

| _____________________________________
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Abstract

Controlled release is a field of pharmaceutical science that refers to a drug delivery system
whose release properties have been varied through physical or chemical modifications to
achieve a longer therapeutic effect over the time. A wide variety of materials and
manufacturing techniques have been explored to obtain release matrices. One of the most
powerful technique is electrospinning. That is a simple and versatile method to obtain
polymer fibers at nano and micrometer scales. Those fibers are generated by the application
of a strong electric field on a polymer solution. Several polymers (synthetic, natural and
hybrids) have been electrospuned successfully. The advantages of the use electrospun fibers
in drug delivery include: (1) high drug loading (up to 60%) and drug encapsulation efficiency
(up to 100%), (2) a variety of polymers that can be processed by electrospinning mitigate the
problem of non-compatibility with the drug to be encapsulated (3) ability to modulate the
release, varying the composition, morphology or functionalization of the matrix and (4)
simplicity of the process and low cost. Most commonly polymers used for sustained release
are biodegradable, polyesters such as polylactic acid (PLA), that is a biocompatible,
biologically and inert material approved by the Food and Drug Administration (FDA) has
good biodegradability properties that make unnecessary to perform surgery to remove it
from the body and its degradation products are not toxic. Caffeine is a methylxanthine that
stimulates the central nervous system, creating a wakefulness condition and increased mental
and motor activity. In addition, it is used in combination with analgesics in the treatment of
some types of migraine, a disease that in severe cases cause incapacity. In this study, matrices
of PLA fibers were obtained by electrospinning loaded with different concentrations of
caffeine (as a model drug). Morphological and physicochemical characterization was
performed using scanning electron microscopy (SEM), infrared spectroscopy with Fourier
transform (FTIR), confocal Raman microscopy, X-ray diffraction (XRD) and thermogravimetric
analysis (TGA). Caffeine release profile was obtained by in vitro release assays, in PBS under
controlled conditions. Drug quantification was performed by UV-Visible spectroscopy at 273
nm. In addition, mathematical models proposed by Higuchi, Korsmeyer-Peppas, and Zero-
Order were evaluated to establish the kinetics and mechanisms that govern the caffeine
release from the PLA matrices.
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Introduccion

Los productos de la industria farmacéutica, durante la mayor parte de su historia,
han consistido principalmente en compuestos quimicos simples, de accion rapida
que se suministran por via enteral (en forma de pastillas, tabletas o jarabes) o bien
por la via parenteral [1]. Estas formas de dosificacion presentan numerosas
desventajas; por ejemplo, la distribucion del farmaco en el organismo se realiza
segun sus propiedades fisicas, tales como su solubilidad, coeficiente de particion y
carga; ademas, sufren degradacion parcial antes de que lleguen al punto especifico
deseado en el cuerpo. En consecuencia, los farmacos pueden alcanzar gran
variedad de sitios en los cuales puede que se encuentren fuera de su intervalo
terapéutico, que sean inactivados, 0 que su accion sea indeseada 0 nociva, y, por

tanto, con efectos secundarios negativos.

Actualmente existen dos vias para mejorar la accion de los farmacos:

a) La liberacion controlada, que trata de eliminar o reducir los efectos
secundarios produciendo una concentracion terapéutica del farmaco que
sea estable en el organismo. Idealmente, se trata de alcanzar una cinética de
liberacion de orden cero y no suelen existir cambios en la concentracion del
farmaco en el organismo (comparandolo con los cambios intermitentes de
concentracion en las dosificaciones convencionales), y

b) Liberacion dirigida hacia lugares especificos, que trata de asegurar que el
farmaco sea liberado en el lugar requerido, y al mismo tiempo, mantener el

farmaco inactivo en cualquier otro lugar del organismo [2].

La liberacion controlada de farmacos puede ser usada para lograr: (1) una
concentracion sostenida constante del principio activo en la sangre con un minimo
de fluctuaciones; (2) liberacion predecible y reproducible sobre periodos largos; (3)
proteccion de compuestos bioactivos que tengan un tiempo de vida media muy

corto; (4) eliminacion de efectos secundarios que los residuos de los farmacos

| _____________________________________
Xl



pudieran ocasionar asi como disminuir la dosificacion frecuente; (5) optimizacion de

terapias y mejora en el cumplimiento del tratamiento por parte del paciente [3].

En ese sentido, el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos que logren una
dosificacion controlada y entrega especifica en el sitio de accion resulta de gran
importancia. Para lograr este objetivo, se han investigado una variedad de
materiales y técnicas de fabricacion de matrices que puedan funcionar como
soportes de liberacion controlada. Los materiales que mas ampliamente se han
investigado para lograr tal fin son los polimeros, tales como poliésteres
biodegradables como el acido polilactico, debido a su facilidad de procesamiento y

factibilidad para disefiar y controlar caracteristicas tales como su forma y tamafio.

Una de las técnicas que recientemente ha recibido gran atencion debido a la
versatilidad de sus aplicaciones es el electrohilado. Esta técnica permite procesar
una variedad de polimeros para obtener matrices de micro y nanofibras que pueden
ser usadas como sistemas de liberacion controlada de farmacos, ademas de su uso
como andamios en ingenierfa de tejidos, asi como sistemas de filtracion vy

aplicaciones textiles.

En el campo de la liberacion de farmacos, el electrohilado se ha empleado para
fabricar una gran cantidad de matrices poliméricas cargadas con distintos agentes
farmacoldgicos, factores de crecimiento y otras moléculas que fungen como
farmaco modelo para conocer el comportamiento de las matrices fabricadas como
sistemas de liberacion y establecer los mecanismos involucrados aplicando modelos

matematicos.
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CAPITULO 1
FUNDAMENTO TEORICO




1.1 Liberacion de farmacos

1.1.1 Sistemas de liberacion de farmacos
En las ciencias farmacéuticas, el ingrediente farmacéutico activo (API, por sus siglas

en inglés) se administra al cuerpo a través de diferentes rutas utilizando varios
vehiculos que se denominan sistemas de liberacion de medicamentos. El vehiculo
podria considerarse como un medio para la estabilizacion de la API que lo hace
administrable. Este vehiculo puede ser el APl en si mismo (por ejemplo, etanol), o
agua en su forma mas simple, o pueden ser vehiculos altamente especializados tales
como liposomas conjugados con anticuerpos. La forma y el método de aplicacion
del vehiculo que se utiliza en este sentido, se llama forma farmaceutica de
dosificacion (PDF, por sus siglas en inglés). Una PDF proporciona una forma
conveniente de consumo, una dosis precisa de los ingredientes farmacéuticos
activos, la mejor via de accion del farmaco y su administracion controlada. Protege
a la API contra factores ambientales como el pH gastrico, la degradacion enzimatica
u otros factores limitantes dentro del cuerpo, enmascara el sabor y puede
proporcionar la entrega al sitio especifico de accion. En resumen, las formas

farmacéuticas hacen que un ingrediente farmacéutico activo sea administrable.

El proceso para producir un PDF se llama formulacion. En la formulacion, se
usan metodos de mezcla y técnicas de procesamiento apropiadas sobre APl y
excipientes para producir una forma de dosificacion farmacéutica adecuada para la
administracion de farmacos al cuerpo. Los excipientes (que se cree que no tienen
ningun efecto sobre los efectos terapéuticos de un farmaco) son componentes
adicionales en un PDF que hacen posible la entrega de la droga al cuerpo, con

precision y de manera adecuada [4,5].

Las formas farmaceuticas mas usadas en la actualidad son tabletas,
inyectables, suspensiones, cremas, unglentos, jarabes y aerosoles. Su eleccion
dependera tanto de sus propiedades fisicoquimicas como también las de la API'y

sus requisitos terapeuticos [1].



Para todo ingrediente farmacéutico activo (API) existen dos concentraciones
limites, que dependen de la naturaleza del farmaco y las interacciones con el
organismo, estas son: la concentracion minima efectiva (CME) y la concentracion
minima toxica (CMT) [6]. La CME es un limite que indica que dosis administradas por
debajo de ella no presentan valor terapéutico, por lo tanto, el farmaco resulta
totalmente ineficaz y; por otra parte, la CMT indica que sobre ella el farmaco resulta

toxico para el organismo.

Con ambos limites se define el indice terapéutico (IT), que relaciona la CMT con la
CME:

Concentraciéon minima téxica (CMT)

Indice Terapéutico (IT) =
ndice Terapéutico (IT) Concentracién minima efectiva (CME)

El objetivo de los sistemas de liberacion es mantener el farmaco en el
apropiado intervalo terapéutico por un periodo especifico. Con los métodos
convencionales (como tabletas de liberacion inmediata), luego de una dosis Unica,
la concentracion del farmaco aumenta hasta un valor maximo (quizas por encima
de la CMT) y luego decae hasta una concentracion por debajo de la CME debido a
procesos farmacocinéticos como la excrecion y/o biotransformacion metabdlica
[Fig. 1]. Este método es Util para tratamientos que requieran un periodo corto de
accion. Para problemas crénicos, el objetivo es mantener los niveles de farmaco en
el intervalo terapéutico por un periodo sostenido. La administracion de multiples
dosis es el método para proveer tal efecto. Sin embargo, estas terapias presentan
multiples desventajas, incluyendo variaciones de los niveles plasmaticos del farmaco
durante el tratamiento y requiere el cumplimiento del paciente con la dosis que

requiere el regimen [7,8].



Nivel toxico

Nivel terapéutico

Muiltiples dosis

Concentracion del farmaco

Dosis Unica

Nivel inefectivo

Tiempo

Figura 1. Perfil de liberacion del farmaco en tratamientos de una o multiples dosis.
Adaptada de Wang et al. [8]

Para solucionar este problema se han desarrollado los sistemas de liberacion
controlada de farmacos, los cuales son tecnologias de la ingenieria a los cuales se
les ha variado las caracteristicas de liberacion del farmaco, mediante modificaciones
de tipo fisico o quimico, con el fin de conseguir una liberacion en un sitio especifico
(Targeted Drug Delivery) y/o lograr un efecto mas prolongado en el tiempo

(Controlled Drug Delivery) [9].

Este tipo de sistemas presentan multiples ventajas como son: intervalos de
dosificacion mas amplios, lo que conlleva a un menor numero de tomas al dia,
debido al sostenimiento del farmaco en los niveles plasmaticos; disminucion de
efectos secundarios, dado por la posibilidad de liberacion en sitios especificos y
porque las fluctuaciones dentro del intervalo terapéutico se hacen menores;
adecuacion a la farmacocinética particular, puesto que es posible variar la velocidad
de liberacion del farmaco, entre otros [3], conllevando a que este tipo se sistemas le

confieran un valor agregado a farmacos ya existentes en el mercado.



1.1.2 Liberacion controlada de farmacos

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos pueden ser definidos como
dispositivos quimicos, mecanicos o electromecanicos capaces de liberar sustancias
farmacoldgicas activas en el sistema circulatorio o en sitios especificos del cuerpo a
tasas de liberacion predeterminadas y controladas [10,11]. El sistema ideal deberia
poder liberar el farmaco dentro del cuerpo a la tasa requerida durante el tiempo
que dure el tratamiento v liberarlo especificamente en el sitio de accion. En general,
las tasas de liberacion son determinadas por el disefio del sistema y son casi
independientes de las condiciones ambientales, como el pH. Estos dispositivos

también pueden liberar el farmaco durante un intervalo amplio de tiempo [12].

Los sistemas de liberacion controlada ofrecen variadas ventajas, entre las que
se pueden mencionar:

- Mejora en la administracion de farmacos que presentan escasa solubilidad
en agua, farmacos sensibles a pH acido, que presentan efectos adversos a
nivel del tracto gastrointestinal o que es necesario mantener concentraciones
estables en un largo periodo de tiempo.

- Mejora en el cumplimiento del tratamiento dado que:

o Simplifica la posologia al aumentar los intervalos de administracion.
e Se reduce los riesgos de olvidos evitando problemas relacionados
con el incumplimiento de los pacientes.

- Se logran mantener niveles sanguineos constantes dentro del margen
terapéutico, de este modo se minimizan o se eliminan los efectos adversos
provocados por una liberacion rapida, como ocurre en algunos sistemas de
liberacion convencional.

- Se utilizan menos cantidades de principio activo, ya que no es necesario
aumentar la dosis total para obtener niveles elevados del farmaco en un
tiempo prolongado.

- Mejoran la absorcion de farmacos que cursan procesos de absorcion
saturables, puesto que son liberados lentamente desde la forma

farmacéutica [3,13].



Los sistemas de liberacion controlada se pueden dividir en cuatro tipos, los cuales

se describen a continuacion:

a)

Sistemas de liberacion retardada: Estos sistemas liberan el farmaco
completamente después de 2 a 4 horas de su administracion. Su objetivo
generalmente es sobrepasar la barrera gastrica, de manera que el farmaco
sea liberado en la zona intestinal de forma inmediata. Las tabletas
gastroresistentes y los sistemas de liberacion a nivel de colon son ejemplos
de estos sistemas

Sistemas de liberacion prolongada: este tipo de sistemas presenta una cesion
inicial de una cierta cantidad del farmaco que logra una respuesta
terapéutica. Después, la liberacion continla de manera lenta pero no
constante, lo que ocasiona que los niveles plasmaticos varien dentro del
intervalo terapéutico y su comportamiento se describe como una curva
amplia en funcion del tiempo. Algunos ejemplos son los sistemas matriciales
hidrofilicos y lipofilicos.

Sistemas de liberacion sostenida: en estas formulaciones, después de una
cesion parcial del farmaco, con la que se consigue una respuesta terapéutica
inicial, la liberacion continla de manera uniforme, asegurando niveles
plasmaticos terapéuticos durante un tiempo relativamente largo, por lo
general 24 horas. Este tipo de sistemas generalmente presenta una cinética
de liberacion de orden cero, manteniendo constante la concentracion
plasmatica del principio activo. Un ejemplo de estos sistemas son las bombas
osmaticas.

Sistemas de liberacion repetida: en estas formas farmacéuticas se da una
liberacion inicial, correspondiente a una dosis del principio activo y después
de transcurrido un tiempo determinado, otra dosis similar. Estos sistemas
logran suministrar dos o mas dosis de farmaco a determinados intervalos de
tiempo. Ejemplo de estos sistemas son los microgranulos o pellets
encapsulados, con diferentes velocidades de liberacion del activo en funcion
del tipo de recubrimiento que tengan [14-16].
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Los sistemas de liberacion controlada mantienen niveles del farmaco mas

consistentes que si se emplearan multiples dosis manteniendo la ventaja de requerir

menos dosis, 1o que ayuda al cumplimiento del tratamiento por parte del paciente.
La desventaja de estos sistemas de liberacion es su incapacidad para detener la
liberacion si reacciones adversas son observadas en el paciente [4]. La concentracion

plasmatica caracteristica de cada sistema de liberacion controlada se muestra en la

Figura 2.

Concentracion
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Figura 2. Perfiles de liberacion de diferentes sistemas de liberacion controlada [17].

Las propiedades fisicoquimicas de la droga son criticas en el disefio de la
forma de dosificacion farmacéutica. La solubilidad, estabilidad y el pH pueden
afectar fuertemente la liberacion efectiva del farmaco de un dispositivo de liberacion

controlada.

Los sistemas basados en materiales poliméricos estan ganando atencion e interés

porque pueden lograr una mejor respuesta farmacoldgica. Estos sistemas son una
herramienta apropiada para la distribucion y el suministro controlado de

medicamentos. Los mecanismos implicados en la liberacion requieren polimeros con

una variedad de propiedades fisicoquimicas. Por lo tanto, se han probado varios
tipos de polimeros (naturales y sintéticos) como posibles sistemas de administracion
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de farmacos, en formas que incluyen nanoparticulas y microparticulas, dendrimeros,
nano y microesferas, capsosomas, micelas y micro y nanofibras. En todos estos
sistemas, los farmacos pueden encapsularse o conjugarse en la matriz. Estos
sistemas poliméricos se han utilizado para una amplia gama de tratamientos, por
ejemplo, actividad antineoplasica, infecciones bacterianas y procesos inflamatorios,
ademas de vacunas [18,19]. De manera general, de acuerdo con el método de
encapsulacion, los sistemas de liberacion basados en polimeros pueden clasificarse
como sistemas depdsito y sistemas matriciales, y diversos mecanismos fisicos y

quimicos estan involucrados en la liberacion del farmaco contenido en ellos.

1.1.3 Mecanismos de liberacion

En la mayoria de los sistemas de liberacion controlada, el farmaco o cualquier otro
agente bioldgico, se introduce en el interior de lo que se denomina transportador,
pudiendo ser este, un polimero. La velocidad deseada de liberacion de la sustancia
esta practicamente controlada por las propiedades del polimero, aunque, por otra
parte, existen otros factores de menor influencia, tales como el pH del medio en el

que se va a realizar la liberacion.

Existen 3 mecanismos generales mediante los cuales es posible clasificar los
sistemas de liberacion controlada basados en polimeros: (1) sistemas controlados
por difusion, (2) sistemas activados por un disolvente y (3) sistemas controlados
quimicamente [20]. La Fig. 3 ilustra de manera esquematica los diferentes

mecanismos de liberacion.

a) Sistemas controlados por difusion
Son sistemas en los cuales la matriz permanece intacta y su permeabilidad
inalterada hasta que la droga que contiene se libere [21]. Los sistemas controlados

por difusion involucran dos tipos: depdsito y matriz.



Controlados Controlados Controlados
por difusion por solvente quimicame

Tiempo

Figura 3. Esquema de los mecanismos de liberacion de farmacos de una matriz polimérica.
Adaptada de Bajpai et al [21].

Un depdsito es generalmente esférico, cilindrico o en forma de disco y
consiste en un nucleo de farmaco en forma de polvo o liquido. Una capa de material
polimérico no biodegradable, a través del cual el farmaco se difunde lentamente,
rodea el nucleo. Las propiedades del farmaco y el polimero gobiernan la velocidad
de difusion del farmaco y su velocidad de liberacion en el torrente sanguineo. Uno
de los problemas con este sistema es debe ser eliminado del cuerpo después de
que el farmaco se haya agotado debido a que el polimero permanece intacto. Otro
posible problema es que, si la membrana del reservorio se rompe accidentalmente,
una gran cantidad de droga puede liberarse repentinamente en el torrente

sanguineo.

En el tipo matriz, el farmaco se distribuye uniformemente por toda la matriz
del polimero y se libera a una velocidad uniforme a medida que las particulas del
farmaco se desprenden de la red del polimero. En un sistema de este tipo, a
diferencia del de depdsito, aqui no hay peligro de descarga elevada de farmaco en
caso de una ruptura accidental de la membrana [20].

| _____________________________________
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(B) Dispositivo deposito (A) Dispositivo matriz

Droga disuelta Droga dispersa Droga disuelta Droga dispersa

Figura 4. Tipos de dispositivos de liberacion controlada de farmacos controlados por

difusion.

El farmaco se puede disolver o dispersar dentro del dispositivo como lo
muestra la Fig. 4. La liberacion por difusion de un farmaco dispersado en una matriz
polimérica ocurre en cuatro pasos:

1. Disolucion del farmaco en el polimero o poros circundantes
2. Difusion molecular del farmaco o a través del polimero por gradiente de
concentracion

Desorcion del farmaco de la matriz polimérica.

4. Difusion en el medio externo o tejido.

En el caso de un farmaco disuelto, la fuerza de conducciéon termodinamica
es el gradiente de concentracion vy las predicciones de liberacion se pueden realizar
con base en la ley de difusion de Fick. Cuando el farmaco se dispersa como
particulas en lugar de disolverse, se puede usar una ecuacion derivada de la ley de

Fick para predecir las tasas de liberacion.

La liberacion difusional depende de la solubilidad relativa (o0 permeabilidad)
y difusividad del farmaco tanto en la membrana como en el medio circundante. El
tamafio molecular del farmaco determina en gran medida su difusividad, que es

proporcional a su peso molecular [21].
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b) Sistemas controlados por el disolvente

Estos sistemas se dividen en dos: sistemas controlados osmadticamente y sistemas
controlados por hinchamiento. En el sistema osmdtico, un fluido externo que
contiene una baja concentracion de un farmaco se mueve a través de una
membrana semipermeable a una region dentro del dispositivo, donde el farmaco
se encuentra en alta concentracion. La presion osmética tiende a disminuir el
gradiente de concentracion entre un lado de la membrana y el otro. El movimiento
hacia adentro del fluido fuerza al farmaco disuelto a salir del dispositivo a través de

un pequefio orificio.

En los sistemas controlados por hinchamiento, el polimero retiene una gran
cantidad de agua sin disolverse [20,22]. Estos sistemas estan inicialmente secos y
cuando se colocan en un cuerpo absorberan agua u otros fluidos corporales y se
hincharan. El hinchamiento aumenta el contenido de disolvente acuoso dentro de
la formulacion, asf como el tamafio del polimero, lo que permite que el farmaco

difunda a través de la red hinchada hacia el entorno externo [21].

¢) Sistemas controlados quimicamente

Los sistemas controlados quimicamente tambien se dividen en dos clases [Fig. 5]:
sistemas de matriz covalente (a veces llamados de "cadena colgante") y sistemas
biodegradables. Un sistema covalente es aquel en el que la molécula del farmaco
esta quimicamente unida a la cadena principal del polimero. En el cuerpo, en
presencia de enzimas y fluidos bioldgicos, la liberacion del farmaco ocurre mediante
hidrolisis quimica o escision enzimatica a una velocidad controlada. El medicamento

se puede unir directamente al polimero a traves de diversos grupos funcionales.

En los sistemas biodegradables, el farmaco se dispersa uniformemente por
todo el polimero y se libera lentamente a medida que el polimero se desintegra.
Dos ventajas principales de estos sistemas son: (1) los polimeros no tienen que ser
eliminados del cuerpo después de que se agote el suministro del medicamento, y

(2) el medicamento no tiene que ser soluble en agua. De hecho, debido a estos
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factores, es probable que el uso de polimeros bioerosionables aumente mas que

cualquier otro tipo de polimero en el futuro [21, 3]

Matrix covalente Dispositivos de
encapsulacion

Figura 5. Tipos de dispositivos de liberacion de farmacos controlada quimicamente

Aunque cada mecanismo se discutié por separado, en la mayoria de los
casos, los dispositivos de liberacion de farmacos actian mediante una combinacion
de los tres mecanismos. El marco temporal en el que se libera el farmaco a menudo
define el mecanismo que controla la liberacion. Las condiciones éptimas en las tasas
de liberacion del farmaco se pueden lograr mediante variaciones del peso molecular
del polimero, composicion quimica de la matriz, el tamafo de las particulas y la

concentracion del farmaco.

Los dispositivos  hechos de polimeros biodegradables pueden ser
implantados en sitios especificos del cuerpo logrando una liberacion puntual del
farmaco o ser liberados en el sistema circulatorio para que lleguen a un sitio
especifico. Particularmente, vehiculos como micro y nanoparticulas son adecuados
para ambas aplicaciones, es decir, se pueden usar como implantes y pueden ser
inyectados, mientras que dispositivos cilindricos y de mayor tamafio son destinados

para usarse como implantes [23].

Recientemente, matrices de nano y microfibras, han sido usados en el campo
de la ingenierfa biomédica como sistemas de liberacién de farmacos, que, aunado
a su uso como andamios en ingenieria de tejidos, le confieren doble valor. Ademas,
la técnica permite modular la liberacion variando las caracteristicas de las matrices.

La ventaja principal de estos sistemas es que al poder ser implantado en un sitio
e
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especifico o de manera transdermal ofrece la posibilidad de liberar cualquier agente

terapéutico desde la matriz polimérica al cuerpo receptor [24,25].

La técnica de electrospinning o electrohilado, comparada con otros métodos,
proporciona gran flexibilidad en la seleccion de materiales que pueden ser
procesados y aplicados en administracion de farmacos. Ha sido ampliamente
estudiada durante los ultimos afios gracias a la posibilidad de crear fibras en escala
micro y nanomeétrica, ademas, esta técnica aporta a los elementos desarrollados

diversas caracteristicas que la hace atractiva a nivel biotecnolégico [19-26].
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1.2 Electrohilado

La técnica de electrohilado es un método simple y versatil para la fabricacion de
fibras de polimero a escala nano y micrométrica. Las fibras ultrafinas se generan
mediante la aplicacion de un campo eléctrico sobre la solucion polimérica [27]. Las
principales caracteristicas de las fibras generadas son: una mayor superficie por
unidad de area, volumen, flexibilidad para su funcionalizacion de superficie y

propiedades mecanicas superiores a las de las fibras de mayor tamafio [28].

La configuracion de un equipo de electrohilado consta de tres componentes
principales: una fuente de alimentacion de alto voltaje, una bomba inyectora
(conectada a una aguja metalica) y un colector (con conexiéon a tierra) como se
muestra en la Fig. 6 [19]. En el proceso de electrohilado, la solucion polimérica
contenida en la jeringa se alimenta a través de la bomba inyectora a una velocidad
constante y controlada; mediante la aplicacion de un alto voltaje (usualmente en el
rango de 1-30 kV) lo cual generara un campo eléctrico entre la punta de la aguja y
el colector metalico. Como resultado, sobre la superficie de la gota de solucion
polimérica en la punta de la aguja se induce una carga uniformemente distribuida.
Bajo la accion de las interacciones electrostaticas, la gota se distorsiona en un objeto
conico que se conoce como "cono de Taylor" como se muestra en la Fig. 6 [29,30].
Una vez que la fuerza de las interacciones electrostaticas entre el campo eléctrico
externo y las cargas superficiales en el cono de Taylor sobrepasa un valor umbral, la
fuerza electrostatica puede vencer la tension superficial de la solucion polimérica lo
que genera que esta se expulse continuamente como un chorro de liquido cargado
eléctricamente el cual es atraido por el colector conectado a tierra. Durante este
recorrido, el disolvente se evapora y las fibras de polimero sélido se depositaran

como una estera no tejida sobre la superficie del colector [31,32].

La morfologia de las fibras electrohiladas depende de parametros relacionados con
la solucion polimérica, parametros intrinsecos al proceso de electrohilado vy
parametros ambientales. Aquellos relacionados a la solucion son su viscosidad,
conductividad y tension superficial y los pertenecientes al proceso, son variables

| _____________________________________
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controlables como la presion hidrostatica en el capilar (flujo), el voltaje aplicado y la
distancia aguja-colector. Los parametros ambientales incluyen la temperatura,
humedad y velocidad del aire en la camara de electrohilado. [33,34]. Por lo tanto,
variando estos parametros se puede obtener una diversidad de tamafio vy

morfologia de la fibra.

Solucién
polimérica

Cono de Taylor

VImmimmmmmmimmiie

Fuente
= dealto
voltaje

: 2000m i
- SR ﬁ\‘.ltﬂvﬂ

Figura 6. Configuracion basica de un equipo de electrohilado para la fabricacion de fibras

poliméricas. Adaptado de Pillay et al [35].

Como sistemas de liberacion, pueden emplearse para transportar diversos tipos de
farmacos, genes y factores de crecimiento. El perfil de liberacion que seguiran estara
dado por su morfologia, porosidad y su composicion, por la tanto modulando estas

variables el perfil se puede controlar de manera precisa [24].

Las ventajas de utilizar fibras electrohiladas en la administracion de farmacos

incluyen: (I) alta carga de farmaco (de hasta un 60% en relacién con el peso de
e
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polimero empleado) y eficacia de encapsulacion (hasta 100% del farmaco
encapsulado), (I) capacidad de modular la liberacion, y (lll) simplicidad y bajo costo

del proceso [36-39].

Existen diversas vias para la carga del farmaco que dependen de las propiedades de
este y del polimero empleado. Si ambos son solubles en el mismo solvente, el
farmaco se puede disolver directamente en la solucion polimérica, o en el caso
contrario, el farmaco puede ser solubilizado en otro disolvente antes de afiadirlo a
la solucion de polimero. [40-42]. Otra via cuando se presenta insolubilidad del
farmaco y polimero en un disolvente comun es la obtencién de dos soluciones
separadas, es decir, el farmaco se puede disolver en un disolvente que no sea
miscible con aquel en el que se disuelve el polimero y las dos soluciones se pueden
cargar en capilares separados para electrohilarse coaxialmente, o las dos soluciones
podrian mezclarse, dando como resultado una emulsion que puede ser
electrohilada. Los métodos anteriores, dan como resultado la encapsulacion del
farmaco en la matriz polimérica. Sin embargo, también se puede cargar el farmaco
una vez obtenida la matriz polimérica, sumergiéndola en una solucion de farmaco

dando lugar una absorcion/adsorcion superficial [43-45].

La liberacion del farmaco a partir de matrices de nanofibras se debe principalmente
alos mecanismos de: desorcion superficial de la fibra, difusion a través de los canales
y poros de las fibras o degradacion de la matriz [19]. Retomando los puntos
mencionados a lo largo de este apartado, la cinética de liberacion del farmaco
puede modularse mediante la eleccion del polimero y mediante el control sobre el
didametro, la porosidad, la geometria y la morfologia de las fibras mediante el ajuste

de las diversas variables del proceso de electrohilado.
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1.3 Polimeros usados en liberacion de farmacos

Los polimeros sintéticos (Fig. 7) fueron algunos de los biomateriales mas antiguos
utilizados para la administracion de farmacos. Esta clase de materiales mostro
ventajas muy importantes como una facil produccion a gran escala y propiedades
altamente ajustables, en contraposicion con las ventajas de los polimeros derivados
naturalmente, lo que contribuyd al desarrollo de gran cantidad de formulaciones
presentes en la literatura. Ademas, es evidente la posibilidad de reducir los riesgos
alergénicos utilizando un material biocompatible completamente artificial carente

de proteinas animales [46,47].

Entre los polimeros sintéticos, los poliésteres estan ganando cada vez mas interés
en la industria y la investigacion. Son una clase de polimeros que contienen un
enlace ester alifatico en su cadena principal, lo que permite su degradacion a traves
de la hidrolisis de este enlace. Las ventajas de estos polimeros son su
biocompatibilidad y su variacion en la velocidad de degradacion en funcion de (1)
su peso molecular, (2) su grado de cristalinidad y (3) la composicion de sus

comondmeros y/o aditivos [48].

La mayoria de los sistemas poliméricos biodegradables aplicados en medicina
actualmente son poliésteres como el acido polilactico (PLA), el acido poliglicolico

(PGA), el acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) y la poli(e-caprolactona) (PCL) [49].

Sin embargo, en afios recientes, el acido polilactico ha recibido gran interés, debido
a que puede ser sintetizado de fuentes renovables, a su alta pureza, procesamiento
conveniente y buenas propiedades mecanicas, ademas de su biodegradabilidad y
biocompatibilidad (sus productos de degradacion pueden reabsorberse a través de
rutas metabdlicas normales); caracteristicas que lo perfilan como un excelente

candidato como soporte de liberacion controlada [50,51,22]
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1.3.1 Acido polilactico (PLA)

El PLA es sintetizado a partir de L y D acido lactico, que se produce a partir de la
fermentacion del azucar y polisacaridos como el maiz, almidon y otras fuentes
renovables [53]. La polimerizacion del acido lactico puede ser por dos vias, por

apertura del anillo [54] o polimerizacion por condensacion [55].

Debido a que la molécula de PLA tiene un carbono quiral, existen dos isobmeros
opticos (Fig. 7), el D (-) y el L (+) (a veces como Ry S, respectivamente) y una forma
racémica constituida por fracciones equimolares de las formas D (-) y L (+). Para los
homopolimeros, las formas enantioméricas son poli (D-acido lactico) (PDLA) y poli
(L-acido lactico) (PLLA). Las propiedades fisicoquimicas de PDLA 'y PLLA 6pticamente
activos son casi las mismas, mientras que el PLA racémico tiene caracteristicas muy
diferentes. Por ejemplo, PLLA tiene una Tg 56 ° C y es altamente cristalino con una
Tm de 170°C [56], mientras que el PLA racemico, poli (DL-lactico) (PDLLA) es un
polimero amorfo debido a la distribuciéon aleatoria de las unidades L-y D-lactico y
tiene una temperatura de transicion vitrea de 55-60 °C. Debido a su naturaleza
amorfa, el polimero muestra propiedades mecanicas diferentes, por ejemplo, su
resistencia es mucho menor (1,9 GPa) en comparacion con el poli (L-lactico). Este
polimero pierde su fuerza dentro de 1-2 meses cuando se hidroliza y sufre una
pérdida de masa en 12-16 meses [57]. Al ser un polimero de baja resistencia con una
tasa de degradacion mas rapida en comparacion con el poli (L-lactido), es un
candidato preferido para desarrollar vehiculos de administracion de farmacos y

como material de andamiaje de baja resistencia para la regeneracion de tejidos [58].
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Figura 7. Estructura quimica de las dos formas isoméricas de PLA.
(A) L-lactico y (B) D-Lactico. Tomada de Gu et al. [60].

Las polilactidas experimentan degradacion hidrolitica a traves del mecanismo de
erosion a granel mediante la escision aleatoria de la cadena principal del éster. Se
degrada en acido lactico, un subproducto metabdlico humano normal, que se
descompone en agua y didxido de carbono a traves del ciclo del acido citrico [57,59].
La biocompatibilidad del monémero es la base de la biocompatibilidad de los
sistemas de polimeros degradables. Con este fin, los productos de degradacion a
menudo definen la biocompatibilidad de un polimero, no necesariamente el

polimero en si [56].
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1.4 Cafeina

La cafeina se extrae en gran escala de la planta Coffea arabica, que se origind en
Etiopia y se extendio a otras regiones del mundo entre los siglos XIl'y XV A.C. En la
actualidad, la cafeina es el principio activo mas consumido en el mundo,
comunmente en forma de bebidas como café, té o refrescos, aunque también como
componente de muchos preparados farmacéuticos. Estimaciones muestran que
cerca del 80% de la poblacion consume diariamente productos que contienen
cafeina [61, 62].

Como parte de formulaciones medicas, la cafeina es utilizada como un estimulante
del sistema nervioso central, siendo indicada por via intravenosa para tratar la apnea

en neonatos bajo la forma de citrato de cafeina [63, 64].

Es utilizada junto con benzoato de sodio como un estimulante o para el tratamiento
de la cefalea posterior a la anestesia subaracnoidea. También es usada en
combinacion con antiinflamatorios y analgésicos, en diversos medicamentos para el

tratamiento de la cefalea, potenciando su efecto [65].

1.4.1 Propiedades fisicas y quimicas

La cafeina estd catalogada dentro del grupo de las metilxantinas, sustancias
derivadas de las purinas, su formula quimica es CgHpN4O, v su estructura molecular

se muestra en la Fig. 8.

Se presenta como un solido cristalino blanco y de sabor amargo. Es una molécula
organica de peso molecular de 194.19 g/mol, su nombre IUPAC es 1,3,7-

trimetilpurina-2,6-diona y tiene un punto de fusion de 235°C.

La cafeina es soluble en agua, 1 g se disuelve en 46 ml de agua a 20°C, en 5.5 ml a
80°C y 1.5 ml de agua hirviendo. También es soluble en solventes organicos como

cloroformo (1 g en 5.5 mL), etanol, acetona, benceno, entre otros. Su pKa es de 10.4.
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Una solucion que contiene 1 g de cafeina en 100 mL de agua tiene un pH de 6.9

[66].
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Figura 8. Estructura quimica de la molécula de cafeina.

La cafeina se encuentra de forma natural en hojas de té, granos de café, hojas de
mate, pasta de guarana y nueces de cola. La cafeina se puede obtener mediante
extraccion con solventes organicos de productos naturales o como subproducto de
la producciéon de café descafeinado u otros productos de consumo con la misma
caracteristica. El proceso semisintético involucra la metilacion de varias xantinas,
incluida la teofilina y teobromina. Sin embargo, las rutas sintéticas mas actuales,
utilizan dimetilurea y acido maldnico como precursores, pero estos métodos son

menos comunes.

La cafeina pura es un producto muy estable, pero llega a descomponerse por la

presencia de bases y por calentamiento. La polimerizacion de cafeina no ocurre.

En cuanto a propiedad espectrales, la cafeina presenta un maximo de absorcion en
el rango UV-Vis a 273 nm, longitud de onda mas empleada para su determinacion
mediante espectrometria UV-Vis. El espectro infrarrojo (FTIR) muestra bandas entre
1800 cm™y 1500 cm™' y una banda adicional en 1050 cm™, y las bandas més intensas

ocurren a 1710 cm™" (grupo carbonilo), 1659 (grupo carbonilo) y 1554 cm™ [67].
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1.4.2 Farmacocinética y farmacodinamica

Después de la administracion por via oral, la concentracion plasmatica maxima
ocurre de 30 minutos a 2 horas y puede ser prolongado con la ingesta de alimentos.
La cafeina es absorbida por el tracto intestinal de forma rapida y total, presentando
una biodisponibilidad del 100% y una alta solubilidad, tanto en el agua como en los
solventes organicos no polares. Su vinculo con las protefnas plasmaticas,
principalmente con la albumina, es de un 10% a un 35% y el volumen de distribucion
es de 0,6 a 0,7 Lkg™ La cafeina atraviesa rapidamente las membranas celulares,
como también la barrera hematoencefélica y placentaria, alcanzando grandes

concentraciones en todo el cuerpo, inclusive en el encéfalo [68,69].

Hasta ahora, ya se han descrito 25 metabolitos de la cafeina, ocurriendo su
metabolismo en el higado por desmetilacion por la CYPTA2. Las grandes diferencias
observadas en la concentracion plasmatica de la cafeina en cada individuo, después
de la administracion de la misma dosis, estan relacionadas principalmente con las
variaciones del metabolismo. La subfamilia CYP1A2 de la isoenzima citocromo P450,
metaboliza por desmetilacion la mayor parte de la cafeina (95%) transformandola
en paraxantina (85%), teobromina (10%) y teofilina (5%). Parte de la cafeina es
metabolizada por la CYPTA2 en monoxantinas, que seran substrato de la xantino-
oxidasa. La N-acetiltransferasa-2 metaboliza la paraxantina a la AFMU. Participan de

forma minoritaria otras enzimas, tales como CYP2ETy CYP3A3 [70,71].

1.4.3 Propiedades farmacoldgicas

La administracion de cafeina afecta la funcién de los sistemas cardiovascular,
respiratorio, renal y nervioso como resultado de la accion en diversos objetivos

moleculares a través de diversos mecanismos [72]:

1. Antagonismo de los receptores de adenosina
2. Inhibicion de fosfodiesterasas

3. Liberacion de calcio
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4. Antagonismo de receptores de benzodiacepina
5. Accién en receptores GABAA
5. Otros

La cafeina tiene efectos estimulantes en el sistema nervioso central, creando una
condicion de vigilia e incrementando la actividad mental y motora. Los efectos

estimulantes de la cafeina provienen de su interaccion con receptores de adenosina.

La cafeina es antagonista de los receptores de adenosina, de tal forma que la
inhibicion de la adenosina sumada a la liberacion de la noradrenalina en el sistema
nervioso simpatico, provocan un estado de estimulacion en el que las reservas
corporales se movilizan, ocurre un aumento en la tasa de activacion de las neuronas
noradrenérgicas, produciendo efectos de estimulacion cardiaca, aumento de la
presion arterial, reduccion de la movilidad intestinal, todas estas reacciones

prepararan al cuerpo para estar en un estado de alerta.

Aumenta la sensibilidad del centro respiratorio bulbar al didxido de carbono,
estimula el impulso respiratorio central y aumenta la contraccion de la musculatura
esquelética, mejorando la contractilidad diafragmatica. La prevencion de la apnea

puede ocurrir por medio de la inhibicion competitiva de la adenosina [73].

La cafeina se usa para el tratamiento de la depresion respiratoria en los adultos, por
via intramuscular o venosa [8]. Las xantinas y sus analogos heterociclicos han sido
desarrollados para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. El consumo de

bebidas que contienen cafeina parece protegernos de esa enfermedad [74].

Existe una extensa literatura sobre los posibles efectos anticancerigenos de la cafeina
y de otras xantinas. Fue reportado el efecto antimetastasico de la cafeina en un
modelo de tumor de mamas en ratones [75,76]. Los antagonistas de los receptores
de adenosina A2a parecen tener un papel en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, y el consumo de bebidas que contengan cafeina parece estar asociado

con un menor riesgo de desarrollarla [77,78]
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Es usada en el tratamiento de algunos tipos de cefaleas o migrafias, enfermedad
que en casos graves resulta incapacitante. Este efecto se produce por la disminucion
del flujo sanguineo cerebral por vasoconstriccion. Ademas, en combinacion con
analgésicos, aumenta su efecto terapéutico. Las concentraciones plasmaticas y

terapéuticas suelen ser de 2 a 25 mg/L en los adultos [79, 80]
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1.5 Modelamiento matematico de la liberacion

La liberacion controlada de farmacos es un claro ejemplo de proceso de
transferencia donde el transporte de masa, en este caso del farmaco, es el fendémeno
por estudiar. Es muy comun en esta area que se conozca la dosis necesaria para
que un tratamiento terapéutico sea efectivo y se necesita disefiar un dispositivo
capaz de suministrar la droga a la velocidad requerida. También puede ocurrir que
se tenga el dispositivo ya manufacturado y lo que se desea es determinar el flujo de
farmaco liberado para luego optimizarlo. En ambos casos, es de vital importancia
conocer la interrelacion de los distintos factores que afectan no sélo el proceso de
liberacion sino tambiéen la fabricacion del dispositivo para poder alcanzar el objetivo

deseado.

Entre los factores que afectan el proceso de manufacturacion de los dispositivos se
encuentran el tipo y naturaleza del polimero, el tipo de droga, el estado de
agregacion de esta, la temperatura y presion de trabajo, el pH, el tiempo de
procesamiento de las distintas sustancias, entre otros. Para poder establecer las
condiciones 6ptimas para fabricar el dispositivo deseado, es necesario conocer en
profundidad el fendmeno de transporte de masa presente para acoplarlo

exitosamente al proceso de fabricacion [81,82].

Gracias al modelado matematico, el fenébmeno de transferencia de masa puede ser
estudiado, analizado y descrito en forma integra. Los modelos empleados para esta
tarea estan integrados por ecuaciones que gobiernan las transferencias de materia
y por condiciones iniciales y de contorno asociadas al sistema en cuestion. Asi, se
plantea un problema inicial que es resuelto mediante las herramientas matematicas
conocidas pudiéndose arribar a una solucion que describira el comportamiento del
sistema. En lineas generales, los modelos matematicos permiten imaginar y
comprender en mayor o menor medida los mecanismos de transporte que ocurren
en estos procesos y predecir los efectos de los distintos parametros que se

introducen en las férmulas sobre la velocidad de liberacion [5].
- | |
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Existen diversos modelos matematicos, modelo-dependiente y  modelo-
independiente, que pueden ser utilizados para describir el perfil de una disolucion.
Los modelos-dependientes se basan en ecuaciones matematicas, en este grupo se
encuentran los modelos de orden cero, de primer orden, de Higuchi, de Hixson-
Crowell, de Korsmeyer-Peppas, de Baker-Lonsdale, de Weibull, de Hopfenberg y de
Gompertz [83].

En el presente trabajo, los modelos analiticos usados para estudiar el mecanismo de
liberacion de cafeina de las matrices de PLA fueron los propuestos por Higuchi,

Korsmeyer-Peppas y modelo de orden cero, los cuéles se describen a continuacion:

- Orden cero

El modelo de orden cero es utilizado para aquellos sistemas que no se disgregan y

liberan el farmaco lentamente, por ejemplo, en algunos sistemas transdermales:

M= Mg + Kot

Donde M es la cantidad disuelta del farmaco a tiempo t; M la cantidad inicial de
farmaco en solucion (la mayoria de las veces My = 0); Ko la constante de liberacion

de orden 0 expresada en unidades de concentracion/tiempo.

Esta ecuacion puede usarse para describir la liberacion del farmaco desde varios
tipos de formas de dosificacion de liberacion controlada como en el caso de
sistemas transdérmicos y tabletas con baja solubilidad del farmaco, formas
recubiertas, sistemas osmaticos, etc. Las formas de dosificacion farmacéutica regidas
por este modelo liberan la misma cantidad de farmaco por unidad de tiempo y es
el método ideal de liberacion para lograr una accion farmacoldgica de manera
sostenida (sistemas de liberacion sostenida) [84]. La Fig. 9 muestra la representacion

grafica del modelo de orden cero que sigue la forma f(t)= a + bt (linea recta).
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Figura 9. Representacion grafica del modelo de orden cero cuyo comportamiento

se ajusta a una curva del tipo f(t)= a + bt.

- Higuchi

Higuchi desarrolld en 1961y 1963 varios modelos tedricos para estudiar la liberacion
de farmacos solubles en agua y poco solubles incorporados en matrices solidas que
se comportan como medios de difusion. Este modelo describe las caracteristicas de
liberacion del farmaco como un proceso de difusion basado en la ley de Fick,
estableciendo una relacion entre la raiz cuadrada del tiempo y la cantidad de

farmaco total liberada y expresado mediante la siguiente férmula:

Mt: KH\/t

Donde M, = Cantidad de farmaco liberada a tiempo t; Ky= Constante de Higuchi;

Vt = Ralz cuadrada del tiempo al cual se considera la cantidad liberada.

El modelo de Higuchi se puede usar para describir la disolucion del farmaco de
varios tipos de formas de dosificacion de liberacion controlada, como en el caso de
sistemas transdérmicos y tabletas con baja solubilidad del farmaco. La Fig. 10

muestra la representacion grafica de este modelo.
e
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Esta ecuacion se basa en las siguientes hipotesis:

e La concentracion inicial (Co) en el sistema ha de ser superior a la solubilidad
del farmaco.

e Ladifusion del farmaco se realiza sélo en una Unica dimension (efecto de los
bordes han de ser insignificantes).

e Eltamafio de las particulas es mas pequefio que el grosor del sistema

e La matriz no se disuelve ni se hincha.

e Ladifusion del farmaco es constante.

e Se mantienen condiciones “sink” en todo el experimento, es decir que la
méaxima concentracion del farmaco en el medio es menor o igual al 10 % de

su solubilidad en el mismo. [85,86].

1,0
08 1
06

fe

0,4 1

0,2 1

0,0 t t . T

t-1!2

Figura 10. Representacion grafica del modelo de Higuchi que sigue el

Comportamiento de una curva del tipo f(t)= a + bt®®.

- Korsmeyer-Peppas

Korsmayer y Peppas desarrollaron en 1983 un modelo empirico simple relacionando
exponencialmente la liberacion del farmaco con el tiempo transcurrido mediante el

uso de valores 'n', con el fin de caracterizar varios mecanismos de liberacion. En
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algunas condiciones experimentales, el mecanismo de liberacion se desvia de las
ecuaciones de Fick siguiendo un comportamiento anémalo, en este caso debe
expresarse mediante la siguiente ecuacion [88]:

M

M,
Donde Mt= cantidad absoluta acumulada de farmaco liberado a tiempo t; M,, =
cantidad absoluta acumulada de farmaco liberado a tiempo infinito; K= constante
que incorpora las caracteristicas estructurales y geomeétricas de los sistemas; n=
exponente de liberacion que indica el mecanismo por el cual se ha llevado a cabo

la liberacion.

Peppas en 1985 utilizo el valor de n para caracterizar los diferentes mecanismos de
liberacion, habiendo llegado a valores de n = 0,5 para difusion (Fickiana) y valores
de n entre 0,5 y 1,0 en un sistema plano para la transferencia de masa seguin un
modelo no-Fickiano. En el caso de los cilindros (comprimidos) n es 0,45 en lugar de
0,5y 0,89 en lugar de 1,0 [89]. La Tabla 1 resume los valores del exponente n para
diversas geometrias de liberacion y el mecanismo involucrado de acuerdo con el

valor del exponente.

Tabla 1. Exponente n de la ecuacion de Korsmeyer-Peppas y mecanismo asignado a la liberacion del

farmaco a partir de sistemas poliméricos de liberacion controlada de diferentes formas geométricas.

Geometria Mecanismo de
Capa delgada Cilindro Esfera liberacion
0,5 0,45 0,43 Difusién “Fickiana”
0,5<n<1,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85 Transporte andmalo
1,0 0,89 0,85 Transporte tipo |l
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CAPITULO 2




En la actualidad, la industria farmacéutica busca implementar nuevas formas de
liberacion que resulten mas eficaces en la entrega de medicamentos y con ello
mejorar el tratamiento de las enfermedades. En ese sentido, el desarrollo y
aplicacion de sistemas de liberacion controlada de farmacos se ha convertido en
uno de los aspectos de mayor importancia en el ambito de la salud. La utilizacion
de materiales poliméricos como soportes de principios activos para regular y
dosificar su liberacion en aplicaciones especificas, es un aspecto que ha adquirido
gran interés, esto se atribuye a las caracteristicas fisicoquimicas propias de estos
materiales, asi como a la capacidad que tienen de liberar farmacos de forma

controlada y proveer diversas de rutas de administracion.

Para conocer y describir el comportamiento de estos materiales como sistemas
liberadores de farmacos se han empleado una diversidad de moléculas que sirven
como farmacos modelos. Estas moléculas son moléculas sencillas y de faclil
cuantificacion; ademas de sus importantes implicaciones farmacéuticas en el
tratamiento de distintas enfermedades actuando como farmaco principal o como
coadyuvantes. Uno de los farmacos que se ha empleado como modelo, es la cafeina,
que cumple con las caracteristicas antes mencionadas. Su principal funcion la realiza
sobre el sistema nervioso central creando una condicion de vigilia y aumentando el
estado de alerta, ademas de aumentar la actividad mental y motora. Se usa
frecuentemente en combinacion con analgésicos para el tratamiento de diversos

tipos de migrafia, enfermedad que en muchos casos resulta incapacitante.

Shakeel y Ramadan (2010) encapsularon cafeina en nanoemulsiones de agua vy
diversos aceites para liberacion transdermal para la proteccion de la piel contra el
cancer causado por exposicion al sol [76]. En otro estudio para aplicacion
transdermal, Kuznetsova et al. (2008) fabricaron una matriz para la liberacion de
cafeina/benzoato de sodio basada en compuestos poliméricos y emulsiones. Los
resultados experimentales /n vivo usando conejos mostraron la ausencia de
reacciones alérgicas. Ademas, los datos de la eficiencia de estos sistemas (con 50

mg de cafeina) en voluntarios sanos mostraron que este medicamento podria ser
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utilizado como un psicoactivador no narcotico para mejorar las actividades mentales

y fisicas y la concentracion [90].

En el trabajo de Mohammad y colaboradores (2015), se encapsuld cafeina en
coloidosomas a base de hidrogel, optimizando su fabricacion, caracterizandolos y
realizando estudios de liberacion in vitro logrando una maxima liberacion del 33%

en 5 horas mediante difusion Fickiana [91].

Diversos materiales poliméricos se han investigado como posibles soportes de
liberacion utilizando cafefna como farmaco modelo. Sin embargo, algunos trabajos
han usado otro tipo de vehiculos no poliméricos como las nano y microparticulas
metalicas, mostrando la versatilidad para la encapsulacion de la cafeina en diferentes
formas farmacéuticas. Asi, Reena y colaboradores (2016) utilizaron nanoparticulas
de oro cargadas con cafeina conjugadas con el copolimero PLA-PEG-PLA en
ensayos /n vitro de citotoxicidad y actividad antinflamatoria [92]. Sacchetti et al.
(2002) estudiaron la influencia de distintos excipientes en las propiedades de
microparticulas cargadas con cafeina con miras a ser usadas para liberacion nasal
[93].

Por otro lado, Dona y colaboradores (2006) fabricaron una tableta basada en una
matriz polimérica para la liberacion sostenida de cafeina. Los polimeros que
utilizaron fueron PEG, PVP, PVA, EC y PLGA, logrando una liberacion cercana al
100% durante las primeras 4 horas y observando el efecto “burst” en todos los

casos durante la primera hora [94].

Asi pues, uno de los materiales poliméricos con gran potencial en el campo de la
liberacion controlada de medicamentos son las fibras nano y micrométricas
fabricadas por electrohilado debido a la versatilidad de la técnica que permite
emplear y combinar una diversidad de polimeros y farmacos, y que ademas,
modificando los parametros implicados en el proceso, se puede controlar las
caracteristicas de la fibra consiguiendo con ello controlar también el perfil de

liberacion del agente terapéutico contenido en la matriz.

Xiaongiang y colaboradores (2013) encapsularon cafeina y riboflavina en fibras
electrohiladas de PVA como sistemas orales de disolucion rapida. Mas del 60% de

la cafeina fue liberada dentro de los primeros 30 segundos. Después de 60
I | —
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segundos, toda la cafeina contenida en las fibras fue liberada al medio [95]. En otro
trabajo del mismo grupo de investigacion, se utilizd cafeina y suero bovino de
albumina, obteniendo un 100% de liberacion de cafeina dentro del primer minuto
en matrices de fibras de PVA y PLLA-PCL [96].

lllangakoon et al. (2014) elaboraron matrices de fibras de polivinilpirrolidona
cargadas con paracetamol y cafeina mediante electrohilado y exploraron su
potencial como sistemas de liberacion rapida. Los resultados mostraron que la carga

total es liberada alrededor de los 150 segundos [97].

Finalmente, Sotiy colaboradores (2015) reportan un sistema de liberacion de cafeina
de manera sostenida durante periodos mas largos utilizando fibras electrohiladas
reabsorbibles de PLGA 'y PLA. Sus resultados mostraron una liberacion muy cercana
al 100% alrededor de las 40 h en la concentracion mas alta de cafeina empleada
(50%) y una liberacion que se mantiene alrededor del 10% durante 4 dias en la matriz

cargada con la menor cantidad de cafeina (10%) [98].

La mayoria de los trabajos con cafeina reportan sistemas que liberan la carga total
del farmaco en pocos minutos e inclusive algunas horas, pues su objetivo es obtener
sistemas de liberacion rapida. Sin embargo, el desarrollo de sistemas de liberacion
controlada de farmacos que logren una liberacion sostenida en un periodo mas
amplio en el tiempo resulta relevante ya que permiten prolongar su efecto
reduciendo dosis. El uso de polimeros con una tasa de degradacion mas lenta como
el acido polilactico (PLA), permitiria obtener un sistema con estas caracteristicas.
Pocos son los trabajos que reportan su uso en liberacion controlada a pesar de ser
un biomaterial ampliamente utilizado en otras aplicaciones biomédicas, es por ello
por lo que en este trabajo se pretende mostrar que procesado por la técnica de
electrohilado es un potente candidato para su empleo como sistema de liberacion
sostenida, ademas de que es posible modificar el perfil de liberacién variando la

concentracion inicial del farmaco usando cafeina como farmaco modelo.
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OBIJETIVOS




OBIJETIVO

Fabricar y caracterizar matrices de fibras de acido polilactico (PLA) mediante
la técnica de electrohilado para su posible uso como sistemas de liberacion

controlada, usando cafeina como farmaco modelo.

Objetivos especificos:

e Fabricar matrices de fibras de acido polilactico (PLA) cargadas con diferentes
concentraciones de cafeina y caracterizarlas mediante MEB, FTIR, TGA, XDR
y RMN.

e Evaluar cualitativamente la distribucion superficial de cafeina en las fibras de

PLA mediante microscopia Raman Confocal.
o Determinar la eficiencia de carga de cafeina en las matrices de PLA.

e Evaluar el efecto de la concentracion de cafeina sobre el perfil de liberacion

de este farmaco contenido en las matrices de PLA

« Establecer la cinética y los mecanismos de liberacion implicados mediante la

aplicacion de modelos matematicos.
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CAPITULO 4
METODOLOGIA

EXPERIMENTAL




4.1 Materiales

El acido polilactico (biopolymer 3251D) de peso molecular de 45000 g/mol,
empleado en la fabricacion de los andamios fue obtenido de Natureworks (USA). La
cafeina (194.19 g/mol) fue obtenida de Sigma-Aldrich (USA). El cloroformo (CHCls,
99.99%) utilizado como solvente y el etanol (CoHsOH, 99.92%) fueron obtenidos de
J.T. Baker ACS.

4.2 Fabricacion de las matrices de fibras de PLA

Para la obtencion de las matrices, previamente se realizé la estandarizacion de las
variables del proceso de electrohilado: la concentracion de la solucion, la distancia
aguja-colector, el voltaje aplicado y la velocidad de inyeccion que afectan el

diametro y la forma de las fibras.

La concentracion final de PLA empleada fue de 12.5% (m/v) utilizando cloroformo
como disolvente a temperatura ambiente. La solucion preparada se colocod en
agitacion magnética durante 12 h hasta su completa disolucion. Antes de iniciar el
proceso de electrohilado, se agregd 1 ml de etanol y posteriormente se agitd por 1
minuto en vortex. La adicion de etanol aumenta la viscosidad de la solucion vy
disminuye la tension superficial. Ambos efectos favorecen la formacion de fibras
lisas. Al mismo tiempo, la adicion de etanol hace que el disolvente sea mas facil de
evaporar, lo que aumenta su viscosidad y ralentiza la velocidad de formacion de
beads. Para eliminar las burbujas, la solucion se colocd en bafio ultrasénico por 1
minuto. La concentracion de cafelna agregada a la solucion fue de 10, 30 y 50%
(m/m) en relacion con el peso de PLA. Para asegurar la uniformidad del contenido

del farmaco en las fibras, la cafeina fue disuelta antes de agregar el PLA.

Se obtuvieron las microfibras en un equipo de electrohilado TL Electro-spinning &
Spray Unit, Tong Li, la solucion se coloco en una jeringa conectada mediante una
manguera a una aguja metalica posicionada a 15 cm de distancia del colector, se
empled un flujo de 0.8 mi/h, un voltaje de 18 kV y una temperatura de 27°C.
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4.3 Caracterizacion

4.3.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Para conocer la morfologia y homogeneidad de las matrices fabricadas de PLA y de
PLA/cafeina, se obtuvieron microscopias utilizando la técnica MEB. Para ello se
utilizd un Microscopio Electréonico de Barrido (Scanning Microscope JEOL JSM
7600F). Previamente, las muestras fueron recubiertas por una pelicula de oro

mediante plasma lo que favorece su conductividad.

Asi mismo, se obtuvieron micrografias al termino de los ensayos de liberacion para
identificar cambios superficiales o morfolégicos en las matrices después de este

periodo.

4.3.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier y Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

El analisis mediante espectroscopia infrarroja se realizd para la comprobacion de la
carga de cafeina en los andamios electrohilados mediante la identificacion de los
grupos funcionales de los componentes presentes en la muestra, ademas de
evidenciar posibles interacciones fisicas/quimicas. Este analisis se realizd en un

intervalo de 4000 a 500 cm™ empleando un equipo Spectrum GX, Perkin Elmer.

4.3.3 Analisis Termogravimétrico (TGA)

En el analisis termogravimétrico se utiliza una barra sensible, que sigue el cambio
de peso de la muestra en funcion de la temperatura a una tasa térmica constante
con el fin de evaluar la estabilidad térmica y temperatura de descomposicion,
ademas, permite identificar la presencia de un segundo componente mediante los
cambios en el perfil de degradacion. Para este analisis se empled un equipo Pyris 1
TGA, Perkin Elmer realizando un calentamiento desde 30°C hasta 600°C en

intervalos de 10°C/min en una atmosfera inerte de nitrogeno.
e
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4.3.4 Difraccion de Rayos X (DRX) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La difraccion de rayos X (XRD) brinda informacién sobre la cristalinidad de los
materiales empleados, por tal razén se utilizd para caracterizar los materiales
fabricados, principalmente para identificar la presencia de fases cristalinas de la
molécula de cafeina. Para este andlisis se utilizé un difractometro BRUKER, modelo
DS ADVANCE ECO, con radiacion Ko de Cu (0.15406 nm). Se utilizd un
portamuestras de bajo fondo de silicio y las condiciones usadas fueron un angulo

de barrido de rayos x de 26=2° a 70°, sin giro y sin cuchilla.

Con el fin de descartar posibles transformaciones quimicas de la molécula de cafeina
por la presencia del PLA o por el proceso de electrohilado que pudieran afectar la
integridad quimica del farmaco y por ende su actividad bioldgica, se analizaron por
resonancia magnética nuclear de proton (RMN) la matriz de PLA + 30% de cafeina
y la cafeina pura para su posterior comparacion. Los espectros fueron adquiridos en
un espectrometro de RMN, marca Bruker, modelo AVANCE-III 500, empleando un

probe BBI (31P-129Ag) de 5Smm con z-gradiente de campo.

4.3.5 Espectroscopia Confocal Raman

Para este analisis se utilizd un equipo Alpha300 RA, WITec (A= 514.5 nm) acoplado
a un microscopio confocal. La informacion obtenida mediante espectroscopia
Raman complementa, en general, a aquella obtenida mediante espectroscopia
infrarroja; sin embargo, este ensayo se realizd principalmente para, una vez
identificados y obtenidos los espectros de cada componente, mapear a la cafeina
en las fibras de PLA mediante la obtencion de micrografias por medio del

microscopio confocal utilizando los objetivos de 20X y 50X.
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4.4 Liberacion y cuantificacion de cafeina

4.4.1 Curva de calibracion

Para la cuantificacion de cafeina, se obtuvo una curva de calibracion preparando
soluciones estandar con concentraciones de 2, 3, 5, 7, 10, 15, 25, 35 y 50 ppm de
cafeina en buffer de fosfatos (PBS) partiendo de una solucion madre de 1000 ppm.
Se midio la absorbancia de las soluciones con un espectrometro UV/Vis Lambda 40,
Perkin Elmer, a una longitud de onda de 273 nm. La curva se realizd por

quintuplicado.

4.4.2 Eficiencia de carga

Para conocer la concentracion real de cafeina en las matrices de PLA, se tomaron
muestras de 2x3 c¢cm de las esteras obtenidas y se disolvieron en 10 mL de
cloroformo. Posteriormente, fue medida su absorbancia mediante espectroscopia
UV-Vis (Lambda 40, Perkin Elmer) a una longitud de onda de 273 nm. Este analisis

se realizo por triplicado. El resultado fue expresado como efectividad de carga:

Concentracién de cafeina experimental
Eficiencia d %) = 100
iciencia de carga (% — - — x
Concentracién de cafeina tedrica

Cabe mencionar que previamente se prepararon soluciones estandar de
cafeina/cloroformo y se obtuvieron absorbancias similares a aquellas obtenidas con
las soluciones cafeina/PBS, por lo que la curva de calibracion obtenida en PBS, se

utilizo indistintamente para ambos tipos de muestras.
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4.4.3 Ensayos de liberacién in vitro.

Se tomaron muestras de aproximadamente 5 mg de andamio, las cuales se
depositaron en viales conteniendo 10 ml de solucion salina de fosfatos (PBS). Los
estudios de liberacion de cafeina se realizaron a 37°C y 110 rpm en incubador

termostatico de agitacion.

Los ensayos se realizaron por triplicado. Muestras de 0.5 mL de PBS fueron tomadas
después de 15, 30, 60y 90 min; 2, 3,4, 5,6, 7,8y 24 hr; 2, 3,4, 5, 6y 7 dias. Un
volumen igual de PBS fresco fue adicionado al medio como reemplazo. La cafeina
fue determinada por espectrometria UV-Vis (Lambda 40, Perkin Elmer) a una
longitud de onda de 273 nm. Los resultados fueron presentados en téerminos de

porcentaje de liberacion como funcion del tiempo con correccion por volumen.
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RESULTADOS Y
DISCUSION




5.1 Fabricacion de las matrices de fibras de PLA

Se obtuvieron con éxito matrices de fibras de PLA mediante electrohilado uniaxial.
La micrografia MEB del andamio de PLA sin cafeina obtenido con los parémetros
establecidos anteriormente (Fig. 11), usada como control, muestra fibras de

morfologfa uniforme, ordenadas de manera aleatoria, con una superficie lisa y

diametros que van de 0.1-1.5 pum y un diametro promedio de 0.6 + 0.3 um.

.

DN

1.2 1.4 16
Diametro (um)

Figura 11. A) Micrografia MEB de la matriz de fibras de PLA y B) Distribucion de didametros.

La Fig. 12 muestra las imagenes MEB de las matrices de PLA cargadas con 10%, 30%
y 50% de cafeina. Las fibras cargadas con 10% de cafeina presentan una superficie
lisa, organizacion aleatoria y algunas zonas de engrosamiento a lo largo de la fibra
(beads). Sus diametros van de los 0.3-4.2 um y un diametro promedio de 1.2 + 0.8
um. Por otro lado, es notorio que las fibras de PLA cargadas con 30% de cafeina
(Fig. 2B) se alejan de la forma cilindrica uniforme y sus diametros presentan mayor
dispersion, una superficie semirugosa y un mayor numero de rosarios (beads) a lo
largo de ellas. Ademas, presentan formacion de pequefias ramificaciones en forma
de aguja sobre la superficie de las fibras. La morfologia de las fibras cargadas con
50% de cafeina presentan un comportamiento similar a las descritas anteriormente,

con la diferencia en el tamafio superior de los rosarios formados.
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Las fibras cargadas con 30% de cafeina presentan diametros que van de los 0.2-3.7
um y con un promedio de 1.3 um; por otra parte, los andamios cargados con 50%
de cafeina presentan diametros de 0.5-8.7 um y diametro promedio de 1.7 um. Estos
resultados muestran un ligero aumento en el diametro de la fibra conforme aumenta

la concentracion de cafeina.

La matriz de PLA puro tomada como control fue elegida después de haber realizado
la optimizacion de las variables de electrohilado que permitieron obtener fibras de
morfologfa lisa sin formacion de beads. Sin embargo, con la adicion de cafeina a la
solucion y manteniendo las mismas condiciones de electrohilado, se obtuvieron
fibras con beads a lo largo de ellas. El mecanismo de formacion de beads se debe
a la inestabilidad de Rayleigh impulsada por la tension superficial ya que obliga a un
liquido a asumir una superficie mas pequefia por unidad de masa que tiene la forma
de una esfera (Fong et al, 1999). En el caso de PLA puro esta inestabilidad fue
suprimida completamente por el comportamiento viscoelastico del jet de polimero
dando como resultado fibras lisas; por el contrario, la formacion de beads en las
matrices con cafeina se puede atribuir a la modificacion de la elasticidad de la
solucion, es decir, la presencia de cafeina provoco que la viscosidad extensional de
la solucion polimérica disminuyera dando como resultado la formacion de estas
estructuras debido a que su fuerza viscoelastica no fue suficiente para resistir la
inestabilidad.

Por otra parte, las diferencias observadas en la apariencia superficial de las fibras
sugieren separacion de fases en las matrices con 30% y 50% de cafeina dada por su
superficie rugosa y formacion de agujas; en contraste, la superficie suavizada de las
fioras con 10% de cafeina sugieren que no hay separacion de fases.
Aproximadamente el 70% de los ingredientes farmacéuticos activos (API) exhiben
polimorfismo [99], es decir pueden existir en mas de una forma cristalina [100]. La
cafeina no es la excepcion, ya que puede cristalizar en dos formas polimorficas
diferentes, llamadas | y II (también o y ) que crecen como cristales en forma de
aguja [101]. Tanto en las matrices con 30% y con 50% se observa la presencia de
estructuras en forma de aguja a lo largo de la superficie de la fibra, lo que indica

que la concentracion elevada de cafeina en esas formulaciones permite la formacion
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de cristales de cafeina en su forma estable (Il o ) que es la forma comercial usada
en las formulaciones farmacéuticas existentes [102]. En los andamios con 10% de
cafeina no se observé la formacion de agujas debido a que la cantidad de cafeina
es menor lo que facilita que las moléculas se distribuyan a lo a lo largo de la fibra
evitando su aglomeracion y con ello la formacion de agujas, sin embargo, es posible

que también existan cristales de menor tamafio en esta matriz.
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5.2 Caracterizacion fisicoquimica.

La Fig. 13 muestra el espectro de absorcion infrarroja (FTIR) de las matrices en
estudio. El espectro infrarrojo de PLA en la parte superior muestra bandas de
absorcion caracteristicas de esta molécula en 1087 cm™y 1182 cm™' correspondientes
al estiramiento del enlace C-O del grupo éster, en 1457 cm™ y 1360 cm’
correspondientes a la flexion del enlace Csp*-H del grupo metilo y 2990 cm™ al
estiramiento del mismo enlace. En 1750 cm™ se observa una banda correspondiente
al estiramiento del carbonilo del grupo éster. Los espectros inferiores corresponden
a los andamios cargados con 10%, 30% y 50% de cafeina en azul, rojo y negro
respectivamente, los cuales presentan las mismas bandas de PLA mencionadas
anteriormente ademas de la adicion de bandas correspondientes a la absorcion de
los grupos funcionales tipicos de la molécula de cafeina. Las bandas en 1555 cm™y
1664 cm™ corresponden al estiramiento del doble enlace Csp?-Csp? del anillo
aromatico y en 1706 cm™" que pertenece al estiramiento del carbonilo ceténico. La
Tabla 2 resume las principales bandas asignadas a los grupos funcionales de PLA y

cafeina, asf como el tipo de vibracion correspondiente.
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Figura 13. Espectro FTIR de las fibras de PLA y PLA/cafeina.

| _____________________________________
47


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwje0d39297ZAhXC7YMKHfD_AfwQjRwIBg&url=http://tecnologiadelosplasticos.blogspot.com/2011/08/poliacido-lactico-pla.html&psig=AOvVaw0Yr3yUn7WyuGxwYNYz5klG&ust=1520666945718618

Los espectros FTIR de las fibras cargadas con cafeina no mostraron diferencias en
las absorciones moleculares de PLA en comparacion con PLA puro. Los picos de los
grupos funcionales que pertenecen a la cafeina aumentan en intensidad conforme
la cantidad de este farmaco aumenta. Los datos anteriores sugieren que
aparentemente no hay interacciones fisicas o quimicas entre el PLA y la cafeina, sin

embargo, los corrimientos de las bandas podrian ser muy ligeros y no se observan.

Tabla 2. Grupos funcionales caracteristicos de la molécula de PLA y cafeina en IR.

Molécula Frecuencia de Frecuencia de Grupo Tipo de
vibracién vibracién funcional vibracion
experimental (cm™)  tedrica (cm™?)
1750 1750-1730 C=0 (éster) Estiramiento
PLA 1457 y 1360 1450y 1375 Csp3-H Flexion
1182y 1087 1300-1000 C-0 Estiramiento
1706 1725-1705 C=0 (cetona) Estiramiento
Cafeina 1664 y 1555 1600y 1475 c=C Estiramiento
(aromatico)

Con el fin de estudiar la influencia de la cantidad de cafeina en la estabilidad térmica
de las matrices compuestas fabricadas se realizé el analisis termogravimétrico (TGA)
a cada formulacion PLA/cafelna, asi como a los componentes puros. Los resultados
se muestran en la Fig. 14. El termograma en color rojo corresponde a cafeina pura,
la pérdida de masa se da en una sola etapa desde los 200°C hasta los 260 °C. Por
otro lado, el PLA (en color negro) pierde su masa desde los 300°C hasta los 360°C
en una sola etapa. Los termogramas de las matrices cargadas con cafeina (linea azul,
rosa y verde) muestran una modificacion en el perfil de descomposicion con
respecto a la estera de polimero puro (linea negra), por la presencia de cafeina. En
estas tres matrices se da una primera pérdida de masa alrededor de los 250°C que
corresponde a la cantidad de cafeina presente en la muestra. En el caso de la matriz
cargada con 10% de cafeina, la pérdida de masa en tal punto es de 10%, para la
matriz cargada con 30% de cafeina, la pérdida de masa correspondiente es de 20%
y finalmente para la matriz con 50% de cafeina la pérdida de masa es de 28%. Los
resultados anteriores son un primer acercamiento para conocer la cantidad total de
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cafeina cargada en los andamios, los cuales se corroboraran mas adelante mediante
la cuantificacion de cafeina por espectroscopia UV-Vis. La Fig. 14B muestra las curvas
DTG donde se hace mas evidente que la temperatura de descomposicion de las

matrices de PLA disminuye conforme aumenta la concentracion de cafeina.
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Figura 14. (A) TGA y (B) DTG de las formulaciones de PLA/cafeina y de los

precursores puros.
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5.3 Estudio de la cristalinidad e integridad de cafeina

La Fig. 15 muestra los difractogramas de rayos X (XRD) de las tres formulaciones de
PLA/cafeina y de la muestra de PLA puro. El PLA es una mezcla racémica de los
estereoisomeros PLLA y PDLA, por tanto, debido al impedimento estérico generado
por la naturaleza quimica y el tamafio de los atomos que conforman los
mondmeros, se genera una competencia por el espacio a ocupar (organizacion
espacial) lo que da como resultado que las cadenas poliméricas no se ordenen de
manera alineada y por tanto no se generan zonas cristalinas, por tal motivo en
ninguno de los espectrogramas aparecen picos cristalinos relacionados a este
material, confirmando su estructura amorfa. Por otro lado, las tres formulaciones
con cafeina presentan picos correspondientes a la fase cristalina de este farmaco, el
mas intenso en 12°y tres mas de menor intensidad en 24°, 27.5° y 30°, reportados
por Soétiy colaboradores (2015). Estos resultados confirman el proceso de formacion
de cristales de cafeina en su forma [ (esta se obtiene a temperatura ambiente), que

conduce principalmente a estructuras aciculares y aglomerados [103].
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Figura 15. Difractograma de rayos X de las fibras electrohiladas de las tres formulaciones
PLA/cafeina 'y PLA puro.
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Finalmente, para asegurar la integridad de la molécula de cafeina después de
someterse al proceso de electrohilado, se realizo el analisis de resonancia magnética
nuclear para descartar posibles transformaciones quimicas ya que podrian afectar
sus propiedades quimicas y por consiguiente sus propiedades farmacoldgicas,
resultando en una alteracion de su funcion en el organismo. Los resultados se
muestran en la Fig. 16, el espectro en la parte superior corresponde a la molécula
de cafelna que presenta tres picos intensos en la parte central en 3.4 ppm, 3.6 pmm
y 4 pmm y dos de menor intensidad en 7.4y 7.5 pmm. La muestra compuesta, es
decir, la matriz de PLA/cafeina, muestra los mismos picos anteriores
correspondientes a cafeina, ademas de la aparicion de dos picos en 1.6 ppmy 5.2
ppm que corresponden a la molécula de PLA. Los resultados anteriores demuestran
que la molécula de cafeina cargada en las matrices de PLA no sufre
transformaciones quimicas por interaccion con el polimero o por el proceso de

electrohilado y, por tanto, su integridad farmacoldgica tampoco se ve afectada.
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Figura 16. Espectro RMN de cafeina pura y de PLA+cafeina.
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5.4 Distribucion de cafeina sobre las fibras de PLA.

El analisis por microscopia Raman Confocal permitid conocer la distribucion de
cafeina a lo largo de las fibras de PLA. Para tal efecto, primero se obtuvieron los
espectros de absorcion Raman (Fig. 17). El espectro en color negro pertenece a la
molécula de PLA que presenta picos en 1794 cn™' y 2970 cm™" que corresponden a
la absorcion del carbonilo (C=0) del grupo éster y al enlace C-H del metilo. En color
rojo, se muestra el espectro Raman de la molécula de cafeina, que presenta picos
en 1364 cm™ y 2989 cm™ que pertenecen a la absorcion de los enlaces C-N de la
amina y C-H del metilo, ademés en 1632 cm™"y 1777 cm™ se presenta la absorcion
del carbonilo cetdnico. En la parte superior, a manera de ejemplo, se muestra el
espectro de la matriz de PLA cargada con 30% de cafeina, en donde se indican las
bandas de absorcion correspondientes a la molécula de PLA en color dorado y la
molécula de cafeina en color verde que permitié la identificacion de ambos

componentes en las muestras en estudio.
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Figura 17. Espectro Raman de PLA, cafeina y PLA/cafeina. Las bandas de PLA estan
marcadas en dorado y las bandas de cafeina en verde.
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En la Tabla 3 se resumen las principales bandas de absorcion asignadas a los grupos
funcionales presentes en las moléculas de PLA y cafeina, asi como el tipo de

vibracion.

Tabla 3. Asignacion de grupos funcionales a las bandas obtenidas en los espectros Raman

pertenecientes a las moléculas de PLA y cafeina.

Molécula Banda (cm™) Grupo funcional  Tipo de vibracién
1364 C-N Estiramiento
Cafeina 593 0O=C-N Flexion
777 C-H Flexidn f.p.
1632y 1777 Cc=0 Estiramiento
1794 C=0 Estiramiento
PLA 904 C-CO0 Estiramiento
1479y 2970 CHs Estiramiento

La Fig. 18 muestra las imagenes obtenidas con el microscopio confocal acoplado al
equipo Raman, mediante las cuales fue posible conocer la distribucion de cafeina
en las fibras de PLA. En las micrografias se discrimina entre los componentes de la
fibra asignando un color diferente a cada uno, asi, el color verde corresponde a PLA
y el azul a cafeina. La intensidad del color esta intrinsecamente ligada a la
concentracion; una mayor intensidad indica una mayor concentracion del
componente y viceversa. En las matrices con 10% de cafeina se observa una
distribucion muy uniforme del farmaco en las fibras dado por la coloracion azul-
verdosa obtenida. Por otro lado, la matriz cargada con la concentracion intermedia
de cafeina muestra zonas de coloracion azul intenso distribuidas de forma no

uniforme sobre la fibra lo que indica la formacién de agregados de cafeina.

Finalmente, la micrografia de las matrices cargadas con 50% de cafeina mostro
también la formacion de agregados heterogéneos de cafeina sobre la fibra, sin
embargo, al ser obtenida con el objetivo de 50X permitié enfocar con mayor detalle
a los rosarios formados y las agujas en la superficie de las fibras de PLA. Los rosarios
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(beads) estan compuestos de PLA/Cafeina, pero es evidente una acumulacion
importante de cafeina en ellos, pudiendo contener la mayor cantidad en su interior.
Por otro lado, se observa claramente que las agujas en la superficie de la fibra que
previamente se habfan observado en las micrografias SEM estan compuestas de
cafeina Unicamente, lo que su vez, corrobora los resultados de la difraccion de Rayos

X que mostro la presencia de cristales de cafeina.

Figura 18. Microscopia Confocal Raman de las matrices de PLA cargadas con A) 10%, B)

30% vy C) 50% de cafeina. El color verde representa al PLA y el azul a cafeina.
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5.5 Curva de calibracion

La Fig. 19 muestra la curva de calibracion de cafeina obtenida para la cuantificacion
del farmaco en los ensayos de liberacion y eficiencia de carga en un intervalo de
concentraciones de 2 a 50 ppm. Los parametros obtenidos para el método de
cuantificacion fueron linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion cuyos

valores son 0.9996, 0.63 ppm y 2.11 ppm, respectivamente.
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Figura 19. Curva de calibracion para la cuantificacion de cafeina.

5.6 Eficiencia de carga

Experimentalmente, las soluciones de electrohilado se prepararon disolviendo la
cantidad de PLA necesaria en cloroformo para obtener una concentracion de 12.5%
(m/v), adicionando cafeina a una concentracion de 10%, 30% y 50% (m/m) con
respecto al peso de PLA. Los ensayos de eficiencia de carga se realizaron para
conocer la concentracion real de cafeina contenida en el polimero después del
proceso de electrohilado. La Tabla 4 muestra que las concentraciones encontradas
experimentalmente, expresadas en porcentaje, son 10 + 04, 23 + 1y 30 £ 1,
respectivamente para las matrices cargadas con 10%, 30% y 50% de cafeina. Los
resultados anteriores representan una eficiencia de carga del 100% para las fibras

con 10% de cafeina, del 77% para las fibras con 30% de cafeina y del 60% para las
!
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fibras con 50% de cafeina. Un decremento en la eficiencia de carga es observado
conforme la concentracion de cafeina en la solucibn aumenta. La cafeina es
totalmente soluble en cloroformo, pero en un sistema de tres componentes, es decir,
con la adicion de PLA, su solubilidad pudo verse afectada, este hecho se evidencia
con la coloracion de las soluciones, en el caso de la matriz con 10% de cafeina, la
solucion es totalmente trasparente lo que es indicativo de una completa disolucion,
de manera opuesta, las soluciones con 30% y 50% de cafeina presentaron una
apariencia translicida lo que significa que no esta completamente disuelta en la
solucion, por lo tanto a altas concentraciones la solubilidad de este farmaco se ve

afectada por la presencia de PLA.

Tabla 4. Eficiencia de carga de cafeina en las matrices de PLA y comparacion de la

concentracion experimental contra la concentracion esperada.

Carga tedrica Carga experimental Eficiencia (%)
(%) (%)
10 10+£0.4 100
30 231 77
50 30+1 60

5.7 Perfil de liberacion de cafeina

Los resultados de los ensayos de liberacion en la Fig. 20 muestran que las fibras con
10% de cafeina tienen una liberacion inicial rapida cercana al 25% pero después
tiende a detenerse manteniéndose en un porcentaje de alrededor del 40% lo que
indica que la cafeina se encuentra encapsulada dentro de las fibras. Este sistema
bien pudiera emplearse como sistema de liberacion retardada ya que una vez que
comience la degradacion del polimero, el farmaco comenzara a salir. Las fibras
cargadas con 50% muestran una rapida liberacion las primeras 8 horas llegando al
60% y alcanzan una liberacion maxima del 80% a las 72 hry luego se detiene a partir
de ese tiempo. Las fibras de PLA cargadas con el 30% logran la misma liberacion
maxima del 80% hasta las 144 hr de manera sostenida lo que lo convierte en un

buen candidato como sistema de liberacidon sostenida.
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Figura 20. Perfil de liberacion de cafeina soportada en fibras de PLA.

5.8 Comparacion superficial de las matrices al término de los ensayos de liberacién.

La Fig. 21 muestra las micrografias SEM de las matrices de PLA al término de los
ensayos de liberacion in vitro. Se presenta un cambio ligeramente notorio en la
rugosidad de la superficie de las matrices con 10% de cafeina al finalizar el ensayo,
pudiendo ser debida a la desorcién superficial de la cafeina de las fibras de PLA. Por
otro lado, en las matrices con 30% y 50% de cafeina, desaparecen las agujas
formadas en la superficie de la fibra, lo que indica la disolucion de los cristales de
cafeina principalmente durante la etapa inicial de exposicion al PBS. También se
observa una mayor porosidad en la superficie, lo que indica un proceso de desorcion
superficial y difusion del farmaco al exterior.
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Figura 21. Micrografias MEB de las matrices de fibras de PLA al término de los ensayos de
liberacion de cafeina. A) PLA/10% cafeina, B) PLA/30% cafeina y C) PLA/50% cafeina. Los

subindices O y F indican la etapa inicial y final de la liberacion respectivamente.

5.9 Modelado matematico de la liberacion.

Los resultados discutidos en el apartado 4.6 mostraron que los perfiles de liberacion
de cafeina de las matrices con 10% y 50% de cafeina presenta un comportamiento
similar entre ellos, pero diferente al perfil de liberacion de la matriz con 30% de
cafeina debido a que esta Ultima parece regirse después de las primeras 8 horas por
una cinética que tiende a ser lineal. Con base en lo anterior, la liberacion de cafeina
de las matrices con 10% y 50% se ajusté matematicamente mediante los modelos
propuestos por Higuchiy Korsmeyer-Peppas; por otro lado, la liberacion de la matriz

con 30% de cafeina se modelo en dos etapas que mas adelante se discutiran.

El modelo de Higuchi describe la liberacion del farmaco de la matriz como una raiz
cuadrada del tiempo basado en la difusion Fickiana. El mecanismo de difusion es

integrado en el modelo de Korsmeyer-Peppas donde K es la constante cinética y n
I | —
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es un exponente que caracteriza el mecanismo implicado en la liberacion. El valor
de n = 0,45 indica una liberacion de tipo Fickiana (caso I); entre 0,45< n <0,89 la
liberacion es andmala (difusion no Fickiana); y valores de n=0,89 indican que la
liberacion es tipo caso Il (orden cero). El transporte del caso Il generalmente se
refiere a la disolucion de la matriz polimérica debido a la relajacion (hinchamiento)
de las cadenas del polimero, y el transporte andmalo (difusion no Fickiana) se refiere

a la suma de ambos mecanismos, difusion y disolucion [84-89].

De acuerdo con el valor del coeficiente de correlacion (R), el perfil de liberacion de
cafeina de las matrices con 10% y 50% del farmaco tuvo un mejor ajuste al modelo
de Korsmeyer-Peppas, cuyos coeficientes de correlacion lineal R fueron 0.98 y 0.97,
respectivamente. Los coeficientes de correlacion R obtenidos para el modelo
propuesto por Higuchi fueron 0.94 y 0.39, respectivamente. La Tabla 5 resume los

valores de los parametros encontrados para las ecuaciones de cada modelo.

Tabla 5. Parametros obtenidos para el ajuste matematico de la liberacion de cafeina de las
matrices con 10% y 50% de cafeina a los modelos de Higuchi y Kormeyer-Peppas

Matriz/Modelo M - M=KVt
M,

K 17.6770 K 16.3509
PLA/10% n 0.2118 R 0.9404
cafeina R 0.9845

K 36.5189 K 31.3758
PLA/50% n 0.1903 R 0.3958
cafeina R 0.977

Los valores de n obtenidos, 0.21y 0.19 para la liberacion de cafeina en las matrices
con 10% y 50% de este farmaco respectivamente, no se consideran dentro de los
limites del modelo de Korsmeyer-Peppas debido a que se presentan fendmenos
complejos incluso con valores de R altos, sin embargo, la difusion (restringida) y
desorcion superficial podrian ser los mecanismos implicados en la liberacion de
cafeina desde la matriz basada en PLA [104]. La Fig. 22 muestra el ajuste de la
liberacion de cafeina en las matrices con 10% y 50% mediante el modelo de
Korsmeyer-Peppas.
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Figura 22. Comportamiento de la liberacion de cafeina de las matrices con 10% (circulos
naranjas) y 50% (triangulo verde). Las lineas punteadas representan el ajuste mediante el
modelo de Korsmeyer-Peppas para la cinética de liberacion.

El perfil de liberacion de cafeina desde la matriz con 30% mostré una segunda etapa
que tiende a comportarse como una linea recta; por esta razén, como se menciono
anteriormente, se ajustdé matematicamente en dos etapas, la primera de ellas
mediante el modelo de Korsmeyer-Peppas y la segunda mediante el modelo de
orden cero, obteniéndose valores de coeficiente de correlacion lineal R de 0.96 y

0.99 respectivamente. Los valores de los parametros de los modelos se muestran en
la tabla 6.

Tabla 6. Parametros obtenidos para el ajuste matemético de la liberacion de cafeina de la

matriz 50% de cafeina en dos etapas mediante los modelos de Higuchi y Kormeyer-Peppas

Matriz/Modelo M,
M =kt" M,= M, + kot
[ee]
K 12.2005 K 0.4543
PLA/30% n 0.3475 M., 22.6258
cafeina R 0.9638 R 0.9866
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En la Fig. 23A se muestra el ajuste de la primera etapa de la liberacion de cafeina
(primeras 8 h) mediante el modelo de Korsmeyer-Peppas. El valor de n obtenido de
0.3475, queda fuera de los limites del modelo, y al igual que en el ajuste de la
liberacion de cafeina en las matrices con 10% y 50% la liberacion se podria explicar
mediante la combinacion de mecanismos como difusion (restringida) y desorcion
superficial. Ademas en los tres casos se presenta el efecto “burst” o liberacion
rafaga que es un proceso que se da al principio de los ensayos de liberacion en
donde una cantidad considerable de farmaco es liberado al medio principalmente
por desorcion superficial. Este efecto fue mas evidente en la matriz con la
concentracion mas alta de farmaco puesto que al haber mayor cantidad de cafeina,
no toda logra encapsularse dentro de la fibra y gran parte queda en la superficie.

En las matrices con 10% y 30% de cafeina este efecto fue menos pronunciado.

Continuando con el ajuste matematico de la liberacion de la matriz con 30% de
cafeina, la segunda etapa se modeld siguiendo una cinética de orden cero. Mediante
este tratamiento se obtuvo un coeficiente de correlacion lineal R de 0.99 (Fig. 23B).
El valor obtenido indica un excelente ajuste a este modelo que sigue el
comportamiento de la linea recta. Una cinética de orden cero indica que se libera la
misma cantidad de cafeina por unidad de tiempo y es el método ideal de liberacion
para lograr una accion farmacologica de manera sostenida, es decir, para obtener

sistemas de liberacion sostenida.
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Figura 23. Comportamiento de la liberacion de cafeina de la matriz con 30% (circulos
grises) (A) Durante las primeras 8 h, (B) Hasta las 144 h. La linea punteada representa el

ajuste mediante Korsmeyer-Peppas y orden cero respectivamente.
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Finalmente, al haber obtenido un buen ajuste mediante la separacion en dos etapas
con modelos diferentes, se combinaron las ecuaciones de Korsmeyer-Peppas vy
orden cero para obtener un modelo que explicase de forma integra la liberacion de
cafeina desde la matriz con 30% obteniéndose un coeficiente de correlacion lineal
R de 0.99 (Fig. 24).

ﬂ
¥ =m1*x + m2*x*m3

Grafica de % de liberacion contra tiempo

Value

Error
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Figura 24. Modelo combinado de la liberacién de cafeina desde la matriz con 30%.

El perfil de liberacion contiene dos secciones inherentes que se caracterizan por una
pendiente diferente. De acuerdo con el modelo propuesto, la etapa de liberacion
inicial esta regida por los mecanismos de difusion (restringida) y desorcion superficial
mientras que la segunda etapa (indicada por el cambio de pendiente) esta regida
por el modelo de orden cero. Un ajuste del perfil de liberacion al modelo de orden
cero indica que el mecanismo involucrado en la liberacion del farmaco es la
disolucion de la matriz que lo contiene; en el caso especifico de la matriz de PLA,
este proceso no es viable debido a que el PLA tiene una tasa de degradacion muy
lenta y en promedio comienza su degradacion después de 45 dias. Sin embargo, el

mecanismo que probablemente ocurre involucra una degradacion parcial, es decir,
e
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esta etapa se podria adjudicar especificamente a la apertura de los rosarios (beads)
causada por la erosion superficial de la capa de PLA, que llegado el momento se
fractura y permite la liberacion de la cafeina encapsulada en su interior. En el caso
de la matriz con 50% que también tuvo la formaciéon de beads, la pared de polimero
es tan delgada que inmediatamente se abren y permiten la liberacion de la cafeina
en su interior y por consiguiente se da una liberacion muy rapida durante las
primeras ocho horas que llega hasta el 60% del total de cafeina contenida en la

matriz.

En las tres formulaciones estudiadas, la cafeina que queda encapsulada en el interior
de las fibras después de que ocurren los mecanismos de liberacion descritos
anteriormente en esa seccion, serfa liberada en una tercera etapa, cuando comience

la degradacion del polimero.
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CAPITULO 6




% Se obtuvieron con éxito matrices de PLA cargadas con diferentes
concentraciones de cafeina. La presencia de cafeina se corrobord
mediante espectroscopia FTIR y Raman (identificando los grupos
funcionales) y TGA (mediante los cambios en el perfil de
descomposicion de las matrices), y UV-Vis (mediante la absorcion de
luz a una longitud de onda de 273 nm).

< Fue evidente que la concentracion de farmaco modifica la morfologia
y el diametro de las fibras. A mayor concentracion de cafeina mayor
el diametro de la fibra y mayor formacion de rosarios en ella debido a
la disminucion de la viscosidad extensional de la solucion por la

presencia del farmaco.

< A altas concentraciones de cafeina, se presenta la formacion de
cristales de este farmaco en su forma 3 sobre la superficie de la fibra,
cuya forma particular es acicular o aguja. Los resultados anteriores

fueron corroborados mediante difraccion de rayos X (XRD).

< La microscopia Raman Confocal y los ensayos de eficiencia de carga
mostraron una distribucion homogénea de cafeina sobre las fibras con
10% de cafeina y presencia de agregados de tamafio y distribucion

heterogénea en las fibras con 30% y 50%.

< En lo referente al perfil de liberacion de cafeina, se observd que la
concentracion inicial del farmaco y la morfologia de las fibras afectan
fuertemente su comportamiento, siendo los principales factores

implicados.
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< En los tres casos, la desorcion superficial esta presente al inicio de la
liberacion ya que se presenta el efecto  “burst” o liberacion rafaga,
siendo mas pronunciado en la matriz con 50% de cafeina, cuya

liberacion inicial alcanzé el 60% de la carga total inicial del farmaco.

% De acuerdo con los resultados del ajuste matematico, el mecanismo
principal de liberacion en las matrices con 10% y 50% de cafeina es la
difusion (restringida), sin embargo, también se ve implicada la

desorcion superficial.

% La cinética de liberacion de cafeina en la concentracion de 30% sigue
dos etapas, la primera se rige por el modelo de Korsmeyer-Peppas y
la segunda es regida por una cinética de orden 0, esto Ultimo indica
que una cantidad constante es liberada durante la liberacion mediante

erosion superficial del polimero.

% En las tres formulaciones PLA/cafeina en estudio, el mecanismo que
permitirfa la liberacion de la cafeina encapsulada restante seria la
degradacion de las cadenas poliméricas, lograndose hasta un 100% de

liberacion.

< De acuerdo con el comportamiento del perfil de liberacién en las
matrices con 30% de cafeina se concluye que este material seria buen
candidato para liberacion sostenida. Sin embargo, las tres matrices se
podrian combinar con el fin de modificar y obtener un perfil de

liberacion deseado.
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PERSPECTIVAS

- Las matrices de PLA con cafeina obtenidas en este trabajo fueron
estudiadas principalmente desde el enfoque de ciencia de materiales; sin
embargo, es evidente que queda por evaluarlos desde la perspectiva
bioldgica, mediante ensayos /n vitro para evaluar su citotoxicidad y su
posterior estudio de liberacion mediante ensayos /n vivo para establecer la

factibilidad de su aplicacion.

- En la actualidad, se han propuesto modelos matematicos mas complejos
que involucran mecanismos como el efecto “burst” 'y mecanismos
complejos de liberacion que describen de manera mas puntual los
mecanismos que estan implicados en la liberacion de farmacos desde
diversas matrices, por lo que un trabajo mas completo se realizarfa al aplicar

estos modelos a la liberacion de cafeina desde las matrices de PLA.

- La gran variedad de polimeros en el mercado permitiria estudiar y comparar
la liberacion de cafeina desde distintas matrices electrohiladas, utilizando
electrohilado uniaxial o coaxial, permitiendo establecer distintas cinéticas de
liberacion y estudiar el efecto de la combinacion de polimeros en el perfil de

liberacion.

- Encapsular analgésicos como ibuprofeno o paracetamol que son usados en
combinacion con cafeina para el tratamiento de cefaleas tensionales

complementaria su aplicacion.
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INTROD!

Controlled release syst can be defi | or electr ical devices which deliver drugs to the systemi

specific target sites in the body at pre-determined and controlled rates [1]. A wide variety of polymeric materials can be used as delivery matrices.
Recently, nanofibrous scaffolds, such as the systems fabricated by electrospinning, have been used as drug delivery systems. Electrospinning is a
simple and versatile method for fabrication of polymer nanofibers, this ultrafine fibers are generated by application of a strong electric field on polymer

solution [2]. The most pi ', used in p! fibers for i | are poly such as poly ic acid (PLA) and poly lactic-co-
glycolic acid (PLGA), which are a d dable materials, b patible, biologically inert and app d by Food and Drug Administration (FDA) [3]. In
this study, caffeine was used as a mode| drug. Principal function of caffeine is the stimulation of the central nervous system creatmg a condition of
wakefulness and increased mental activity. Recently, there has been evidence of the role of caffeine as ant t of A2A ptors in
p! g i ive disorders, such as Parkinson’s disease [4].
OBJECTIVE FTIR spectrum of PLA (pink) (Fig. 2) shows characteristic bands at 1087-1182 (C-
0), 1457-1360-2990 (Csp®-H) and 1750 (C-O). PLA spectrum loaded with caffeine
Evaluate the caffeine release profile of different polymer + drug (blue) shows in addition, bands in 1555-1664 (Csp?) and 1706 (C=0) that
formulatlons in addition to their physi | and corr d to typical f ional groups of caffeine. FTIR sp of PLGA (red)
morp ization. and PLGA + caffeine (black) have smllar bands as spectrums of PLA mats. These
results don’t show ch of PLA or PLGA and

EXPERIMEN caffeine, apparently.

POLYMERIC SOLUTIONS ELECTROSPINNING [
Solvent: (CHCI, + Ethanol) " CONDITIONS £ . . e
Polymer: 0.8 mL/h, 18 KV, - i©
PLA (12.5%) + (10, 30 or 50%) caffeine 15 cm, 27°C £ " E .
PLGA (12.5%) + (10 or 30%) caffeine " =
PLGA (15%) + 10% caffeine **
Tempersture (C) .
CHARACTERIZATION Figure 3. A) Thermogravimetric analysis of PLA mats and B) Thermogravimetric analysis of
LOAD EFFICIENCY p SEM, FJ!?,’. ;’ggALRAMAN PLGA mats. **PLGA solution at 15% in chloroform.
Mats of 2x 1.5 isolved in CHCI, Thermogravimetric analysis of PLA (Fig. 3A) and PLGA (Fig. 3B) formulations
UV-Vis (A=273 nm), n=3 shows a modification in the degradation profile of mats loaded with caffeine with
respect to the pure polymers mats. In addition, the degradation temperature
as the i ation i
 RELEASE ASSAYS Samples of 0.5 mL of PBS Confocal Raman Spectroscopy
ﬁfﬁw wz':y':::: g:ﬁ:f;‘;‘iﬂz'f:zf" The micrographs obtained (Fig. 4) Is a uniformly caffeine distribution (blue)
10 mL PBS fresh PBS was renewed. along the fibers of PLA (green) and the fibers of PLGA (green). Caffeine presence
and their accumulation is more evident as the caffi ation il

110 rpm UV-Vis (A=273nm)
37°C n=3

AND DISCUSSIONS

Scanning Electron Microscopy

SEM micrographs (Fig. 1) show an heterogeneous morphology
along the PLA and PLGA fibers with beads presence. Mean
diameter of PLA fibers loaded with 10, 30 y 50% of caffeine is 1.2 £
0.8, 1.3+ 0.8 and 1.7 £ 1.2 pm respectively; in the other hand, mean
diameter of PLGA fibers is 0.3 * 0.1, 0.4 * 0.2 ym, and 5.9 * 3.6
respectively. These results show an increase in fiber diameter as
caffeine concentration increase.

Figure 4. Confocal raman images of PLA mats loaded with A) 10%, B) 30% and C) 50% of
caffeine and PLGA mats loaded with D) 10%, E) 30% y F) 10% ** of caffeine. *PLGA solution at
15% in chloroform.
Load Efficiency and Caffeine Release

PLA mats loaded with 10, 30 and 50% of caffeine had a load efficiency of 100, 77
and 60%, respectively. PLGA formulati had a load efficiency of 80, 67 and 50%.
A decrease in load efficiency as caffei ation i is observed. This
occurs because caffeine has partial solubility in chloroform, therefore, there is
some precipitation at high caffeine concentrations. Fig. 5 shows the caffeine
release curves of the tested mats, it is evident a burst release during the first 8
hours and then, the release tend to stabilize with the exception of PLA which

intains a i | A rapid initial release, close to 100% is notorious in
PLGA + 30%. The presence of PGA in the copolymer employed, facilitates the
chain degradation and this result in greater release of caffeine.

Figure 1. SEM images of PLA mats loaded with A) 10%, B) 30% y C) 50% of o

&

caffeine and PLGA mats loaded with D) 10%, E) 30% y F) 10%" of caffeine. ™ Lo T - S
**PLGA solution at 15% in chloroform. a0 i §: & & F o + L4 s $
Ea ! 1 t g - E:
FTIR Spectroscopy and Thermogravimetric Analysis g k + g [ T 4
: ¥ TR A S | H
§ £
3 3

& PIGA 1 0% caliane
= PLGA+30% caneing
2 PICAT T0 oo

e
¥
My

Time () Time (he)
Figure 5. Release profile of caffeine of different A) PLA and B) PLGA formulations. *PLGA
solution at 15% in chloroform.

CONCLUSIONS

According to the results, the initial drug and polymer concentrations and the type of

polymer employed affects the release profile of caffeine. Superficial desorption and

diffusion are the main mechanisms evaluated of caffeine release, polymer

2000 1800 1600 1400 1200 1000 degradation will release the entire drug loaded. These results are promisorious
Wavenumber (em™) because the mats obtained can be used in a variety of applications, in a separate way

Figure 2. FTIR spectrum of PLA (pink), PLA loaded with caffeine (blue), um combmat n to modu!ate releneﬁgmw‘

PLGA (red) and PLGA loaded with caffeine (black).
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