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RESUMEN: En este trabajo se desarrollaron tres sistemas de liberacién de curcumina (Cur) basados en microfibras
de Acido Polil4ctico (PLA, por sus siglas en inglés) obtenidas por electrohilado, con concentraciones de 1, 3 'y 5 %-P
de Cur. La morfologia de las fibras fue analizada mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) obteniéndose
didmetros promedios entre 500 nm y 2.5 um. La caracterizacion quimica se realizé mediante espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR) y se complemento con espectroscopia Raman, verificando asi la incorporacion de
la Cur en la fibra polimérica. Por otra parte, la caracterizacion térmica se realiz6 mediante andlisis termogravimétrico
(TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC), las cuales revelaron que la concentracion de Cur presente en la fi-
bra afecta la cristalinidad y la estabilidad térmica del PLA. Las tasas de liberacién in vitro a pH de 7.4, se determinaron
mediante espectroscopia UV-VIS a una longitud de onda de 420 nm y los perfiles de liberacién obtenidos se ajustaron
con el modelo de Korsmeyer-Peppas. Los resultados del ajuste muestran que la difusién de Cur y la degradacion de la

matriz polimérica son los principales mecanismos involucrados en la liberacién del farmaco.
PALABRAS CLAVE: Acido Polilactico; Curcumina; Electrohilado; Fibras.

ABSTRACT: In this work, three curcumin (Cur) release systems based on poly(lactic acid) (PLA) microfibers ob-
tained by electro-spinning were developed, with concentrations of 1, 3 and 5 %wt of Cur. The fiber morphology was
analyzed by scanning electron microscopy (SEM), obtaining average diameters between 500 nm and 2.5 um. The
chemical characterization was carried out by Fourier transform average diameters between 500 nm and 2.5 um. The
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chemical characterization was carried out by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and was complemented
with Raman spectroscopy, thus verifying the incorporation of Cur in the polymer fibers. Additionally, thermal charac-
terization was performed by thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetry (DSC), which
revealed that the concentration of Cur present in the fibers modifies the crystallinity and thermal stability of the PLA.
The in vitro release rates at pH of 7.4, were determined by UV-VIS spectroscopy at a wavelength of 420 nm and the
release profiles obtained were fitted with the Korsmeyer-Peppas model. The fit results show that Cur diffusion and
degradation of the polymer matrix are the main mechanisms involved in drug release.

KEYWORDS: Poly(lactic acid); Curcumin; Electrospinning; Microfibers.
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Figura 1: Resumen Gréfico. Fuente: Elaboracién propia.

1. INTRODUCCION

Los compuestos derivados de productos naturales han despertado interés debido a sus posibles funciones
terapéuticas. El diferuloilmetano (bis-at, B-dicetona insaturada), cominmente conocido como curcumina
(Cur) (Siviero et al., 2015), cuya estructura quimica se muestra en la Figura 2, es un compuesto lipofilico

polifendlico con amplia actividad bioldgica (Priyadarsini et al., 2003).
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Figura 2: Estructura de la curcumina (Cur). Fuente: (Priyadarsini KI, et al. (2003)).

Se ha demostrado que la curcumina exhibe propiedades antioxidantes (Sharma, 1976), antiinflamatorias
(Srimal & Dhawan, 1973) y anticancerigenas (Kuttan et al., 1985) . Es hepato y nefroprotector (Kiso et
al., 2007; Venkatesan, N., Punithavathi, D. & Arumugam, V., 2000), supresor de trombosis (Srivastava et
al., 1985) y protege contra el infarto de miocardio (Nirmala & Puvanakrishnan, 1996) . Ademas de su am-
plia bioactividad, la curcumina es un compuesto fotosensible y se deben tomar precauciones para evitar su
degradacion (Irving et al., 2011) .

Para proteger los firmacos inestables, como la curcumina, se han propuesto sistemas de liberacion en los
que el compuesto estd incrustado en micro y nanofibras poliméricas. El electrohilado es una de las técnicas
mds utilizadas para la preparacion de este tipo de sistemas. Algunas de las caracteristicas de los sistemas de
liberacién preparados por electrohilado son: alta carga de farmaco (hasta 60 %) y eficiencia de encapsulacién
(hasta 100 %) (Blakney et al., 2014), posibilidad de utilizar diferentes polimeros, permitiendo asi el disefio
de sistemas adaptados a la compatibilidad fisicoquimica con diferentes fairmacos (Blakney et al., 2013),
mayor biodisponibilidad del farmaco (Anand et al., 2007), capacidad para modular la liberacion (Owens &
Shorr, 2009) , y simplicidad y rentabilidad del proceso (Chou, Carson & Woodrow, 2015) .

Se ha demostrado que la curcumina es inestable tanto in vitro como in vivo (Nelson et al., 2017) . A pH
fisioldgico, la curcumina es altamente reactiva y se degrada rapidamente mediante un proceso de autooxida-
cion para formar diciclopentadiona asi como productos de degradacién como vanilina y 4cido ferdlico que

se forman tras la escision de enlaces carbono-carbono (Schneider, Gordon, Edwards & Luis, 2015) .

Para dosificar Cur evitando su degradacion, se ha encapsulado, por ejemplo, en fibras poliméricas
(Ramalingam, Natarajan & Rajiv S., 2015). El 4cido polildctico (PLA) es un polimero biocompatible y bio-
degradable ampliamente utilizado para encapsular medicamentos, siendo la curcumina uno de ellos (Trang
Mai et al., 2012; Moradkhannejhad et al., 2017).

Estudios han reportado la obtencién de fibras de PLA cargadas con Cur con un porcentaje de liberacion del
50% en las primeras 8 h (Trang Mai ef al., 2012) y con aumento en el didmetro de fibra a medida que se
incrementa la concentracién de Cur (Luz et al., 2013). Ademas, la actividad bioldgica de Cur se ha estudiado
in vitro mediante parches en el tratamiento de heridas que muestran el efecto de la migracion celular a pH
7.4 (Perumal et al., 2017) y el disefio de una estera reticulada compuesta por PLA/PEG-Cur con concentra-
ciones de Cur de 1 al 11 % (Moradkhannejhad et al., 2017) .
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En este trabajo, se estudiaron tres concentraciones de Cur (1%, 3% y 5 %-P) en fibras de PLA obtenidas
por electrohilado y cuyo perfil de liberacion se ajusté al modelo de Korsmeyer-Peppas. Este modelo toma
en cuenta el fenémeno de difusion tipo Fickiano y el fendmeno de relajacién de las cadenas poliméricas,
factores importantes para el desarrollo de un sistema de liberacion, proporcionando informacién sobre el
mecanismo por el cual se lleva a cabo el proceso de liberacidon y permitiendo establecer una relacion entre
la estructura y la funcion del material (Costa & Sousa, 2001).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

La curcumina (GNC Herbal Plus) fue purificada por extraccién liquido-liquido hasta alcanzar una pureza del
98 %. El poli(4cido lactico) (45000 g/mol) fue obtenido de Natureworks (USA). El cloroformo (> 99.99 %)
y etanol (> 99.92 %) fueron suministrados por J.T Baker SOLUSORB.

2.2. Preparacion de fibras de PLA cargadas con Cur

Se establecieron los pardmetros para obtener fibras mediante la técnica de electrohilado. Se disolvié 1g de
PLA en 10 ml de una mezcla de cloroformo/etanol en proporcién 2:1 (en volumen) con agitacion magnética
por 12 horas a temperatura ambiente hasta obtener una solucion homogénea. Posteriormente, se prepararon
tres soluciones con contenidos de curcumina de 1, 3 y 5% con respecto al peso del PLA. La solucién se
colocé en una jeringa de 10 mL. Los pardmetros empleados durante el proceso de electrohilado fueron: un
voltaje de 20 kV, distancia de 20 cm entre la aguja y el colector, y la velocidad de flujo de la solucion se
mantuvo a 0.5 mL/h a 25°C de temperatura (Trang Mai et al., 2012). Este procedimiento se llevé a cabo por
triplicado.

2.3. Caracterizacion

Se estudi6 la morfologia de las microfibras electrohiladas mediante microscopia electrénica de barrido
(Scanning Microscope JEOL JSM 7600F). La estructura quimica de las fibras de PLA-Cur se caracteriz6
por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (Spectrum GX, Perkin Elmer) y espectroscopia
Raman (Alpha300 RA). El andlisis térmico del andamio electrohilado se realizé mediante anélisis
termogravimétrico (Pyris 1 TGA, Perkin Elmer) y calorimetria diferencial de barrido (DSC 2820 Modulated
DSC, TA Instruments).

2.4. Estudio de liberacion in vitro

Para realizar el estudio de liberacién se tomaron muestras de 5,5 mg de andamio que fueron inmersas en 10
mL de la mezcla de buffer fosfato salino (PBS): etanol (proporcién 70:30) a pH 7.4 (Trang Mai et al., 2012)
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. La cuantificacion de Cur se realizé en intervalos especificos para determinar la tasa de dosificacion usando
un espectrémetro ultravioleta-visible (Cary 8454, Agilent Technologies) a una excitacién de 420 nm.

2.5. Analisis de modelo matematico

Para describir el mecanismo mediante el cual tiene lugar la cinética de liberacién de Cur desde las fibras de

PLA, los datos se ajustaron al modelo matemdtico de Korsmeyer-Peppas (Ecuacién(1)).

M;

7 =kt (1)

Donde M; es la cantidad acumulada de farmaco liberado en el tiempo t, M., es la cantidad total de firmaco
liberada, k es una constante de velocidad y n es el coeficiente de difusion que se relaciona con el mecanismo
de liberacién (Dash et al., 2010).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Morfologia y estructura de las microfibras

La morfologia de fibras electrohiladas de PLA-Cur con concentraciones de 1, 3 y 5% se observo mediante
microscopia electronica de barrido (Figura 3).
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Figura 3: Figura 3: Imdgenes SEM de PLA-Cur (a) 1 %, (b) 3%, (c) 5 %. Fuente: Elaboracién propia.

Las micrografias muestran que las fibras tienen una superficie lisa y no son totalmente uniformes en tér-
minos de didmetros y orientacién. De acuerdo con la distribucién obtenida, el didmetro promedio de las
fibras cargadas con 1% (Fig. 3a), es inferior a 1 um. Por otra parte, en los andamios cargados con 3% de
Cur (Fig. 3b), predominan tamafos de didmetro de 1 um y, por tltimo, se presenta una distribucién hetero-
génea en las fibras de PLA-Cur 5% (Fig. 4c), en donde los tamafios de didmetro van de 500 nm hasta 2.5
um. Se observan diferencias minimas en la morfologia de las fibras cargadas con Cur entre 1-5 % de la droga.

Las micrograffas de las fibras de PLA-Cur en los tres casos no muestran defectos a excepcion de

algunos aglomerados, esto indica una buena disolucién de Cur en la solucién de polimero, demostrando
compatibilidad quimica al menos hasta un 5% de Cur. Una completa disolucion genera un aumento de
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la conductividad de la solucién, dando como resultado mayores fuerzas de elongacion que favorecen la
formacion de fibras (Lian ef al., 2014).
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Figura 4: Espectro FTIR (a) PLA, (b) Cur y PLA-Cur con concentracién de (c) 5%, (d) 3 %, (e) 1 %. Fuente: Elaboracién propia

La espectroscopia infrarroja se utilizd para intentar verificar la incorporacién de Cur en las fibras de PLA
(Figura 4). El espectro de PLA (Fig. 4a) muestra una banda en 1750 cm ™! debido vibraciones del grupo car-
bonilo C=0 y bandas en 1182y 1091 cm~! que corresponden a las vibraciones de estiramiento del enlace
-C-O- en los grupos -CH-O- y -CO-O, respectivamente (Trang Mai et al., 2012).

En el espectro de Cur (Fig. 4b) se observa una banda ancha a 3250 cm~! que se atribuye a la vibracién de
estiramiento fenélica O-H. Los picos a 2970 y 2940 cm ™! corresponden al estiramiento y la deformacién de
los grupos metilo y metileno. El pico en 1626 cm™! es un pico de vibracién de estiramiento de los dobles
enlaces carbono-carbono en la curcumina. Por tltimo, los picos agudos en 1580 y 1490 cm™! son vibracio-
nes de estiramiento del enlace C=C del anillo de benceno y vibracion de flexion olefinica del enlace C-H
del benceno presente en la estructura de Cur, respectivamente (Trang Mai et al., 2012).

Los espectros (c), (d) y (e) de la misma figura, corresponden a las fibras cargadas con Cur en las tres
concentraciones de farmaco en estudio. Debido a que el polimero estd en mayor proporcion con relacién
al farmaco, la técnica FTIR resulté insuficientemente sensible para detectar la presencia del farmaco en
el andamio, por lo tanto, estos resultados fueron complementados mediante la técnica de espectroscopia

Raman.
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Figura 5: Espectros Raman de (a) PLA, (b) Cur y PLA-Cur con concentraciones de (c) 5%, (d) 3%, (e) 1 %. Fuente: Elaboracién
propia

El espectro Raman del PLA (Fig. 5a) presenta vibraciones correspondientes a un estiramiento asimétrico
del grupo CH3 a 3018 cm ™! y estiramientos simétricos a 2968 y 2902 cm ™. La seiial atribuida a las vibra-
ciones de estiramiento del enlace C=O se presenta a 1797cm™!, mientras las vibraciones de deformacién
simétrica del CH3 y de balanceo se presentan a 1476 cm~! y 1156 cm™', respectivamente. La sefiales a 1119
em~!, 1078 ecm™! y 2901 cm~! son atribuidas a vibraciones de estiramiento de los enlaces COC, C-CH3 y
C-COO, respectivamente. Finalmente, los estados vibracionales del enlace C-CO asignados a 425 cm™!, y
las vibraciones de los enlaces COC + C-CH3 correspondientes a 326 cm~! (Cuiffo et al., 2017).

La espectroscopia Raman es una técnica muy util para el estudio de polifenoles y carotenos debido a su alta
sensibilidad para este tipo de compuestos (Lépez-Tobar et al., 2012)). En el espectro de Cur (Fig. 5b) se
muestran dos sefiales intensas a 1644 cm~! y 1618 cm™! que se atribuyen a vibraciones de los enlace C=C
de cadena intercalada y a la vibracion aromadtica (CC), respectivamente. Un grupo de tres bandas débiles que
aparecen en la regién de 1548 - 445 cm™!, se atribuyen a enlaces CH acoplados a movimientos del anillo.
Las sefiales anteriormente mencionadas asociadas a las vibraciones de los anillos y a la cadena alifdtica de

la molécula, son las de mayor interés para el estudio debido a que estas confirman la presencia de Cur en la
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fibra polimérica.

Los espectros de PLA-Cur de 5, 3 y 1% designados como (c), (d) y (e) respectivamente en la Figura 5,
muestran las vibraciones del estiramiento asimétrico del CH3 del PLA a 3018 cm™! y estiramientos simé-
tricos a 2968 y 2902 cm™~!. Estas sefiales correspondientes al polimero disminuyen en intensidad a medida
que aumenta el contenido del farmaco en la fibra. Es posible identificar la presencia de Cur por las sefiales
intensas entre 1644 y 1618 cm™! y el grupo de bandas débiles en el rango de 15487445 cm~!, como se

menciond anteriormente.

La Cur presenta dificultades para su caracterizacion por espectroscopia Raman debido a su emisién fluo-
rescente, es por ello por lo que las muestras que contienen Cur no presentan una linea base horizontal y se
genera un desplazamiento de las bandas (Lépez-Tobar et al., 2012). No obstante, los espectros mostrados

en la Figura 5 permiten corroborar la incorporacion del firmaco en las fibras poliméricas.

Las curvas de calorimetria diferencial de barrido se muestran en la Figura 6. Las fibras de PLA exhiben tres
transiciones térmicas: transicion vitrea (Tg) a 62°C, temperatura de cristalizacion (Tc) a 91°C, y temperatura
del punto de fusién (Tm) a 167°C los cuales coinciden con lo reportado en la literatura (Gregorova, 2013).

La curva de Cur presenta un pico endotérmico a 175°C correspondiente al punto de fusién (Sanphui et
al., 2011).
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Figura 6: Curvas de calorimetria diferencial de barrido de (a) PLA, (b) Cur y PLA-Cur con concentraciones de (c) 5%, (d) 3 %, (e)
1 %. Fuente: Elaboracién propia.
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Cuando la Cur estd incorporada en las fibras PLA, se presentan variaciones en las transiciones térmicas; Tc
aumenta conforme aumenta el contenido de Cur, mientras que Tm disminuye. Esta variacion se atribuye a
que la Cur interfiere con el proceso de cristalizacién del polimero. Se han observado efectos similares en
materiales poliméricos de nanocompuestos (Fragiadakis, Pissis & Bokobza, 2005).

Se obtuvo evidencia adicional de la presencia de Cur en las fibras de PLA mediante anélisis termogravi-
métrico. La Figura 7 muestra los termogramas de PLA, Cur y PLA-Cur. El inicio de la degradacién es
similar para PLA y PLA-Cur 1% (312°C) (Espinach et al., 2018), pero a mayores concentraciones de Cur
la temperatura de inicio de degradacién disminuye. La degradacién de Cur pura inicia a 250°C, una tem-
peratura mucho menor que la de PLA (Giita et al., 2012; Luo et al., 2012)). Estos resultados indican que
probablemente los productos de degradacion de Cur inducen la degradacion de PLA. Esto explica que el
inicio de la degradacién de PLA-Cur a las concentraciones mds altas ocurra a temperaturas menores (Raj &
Shankaran, 2016).

L % ¥ F T ¥ T ' T
100 200 300 400 500 G600
Temperatura ("C)

Figura 7: Termogramas de andlisis termogravimétrico de (a) PLA, (b) Cur y PLA-Cur con concentraciones de (c¢) 5%, (d) 3 %, (e)

1 %. Fuente: Elaboracion propia.

3.2. Estudio de liberacion in vitro

Los perfiles de liberacion de Cur se obtuvieron a partir de alicuotas tomadas periddicamente de los medios
de liberacion a las cuales se midié su absorbancia a una longitud de onda de 420 nm (Silva-Buzanello
et al., 2014). Para determinar la concentracion del farmaco, se utilizé una curva de calibracién con
concentraciones de 4 a 40 mg/L. Los resultados se muestran en la Figura 8 en donde se observan las

primeras 8 horas de liberacion. Después de este tiempo, la Cur es inestable al pH de trabajo (pH=7.4).
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En la literatura se reporta (Wang et al., 1997) que la estructura que adquiere la curcumina depende de la
polaridad del medio. En un entorno polar, como el medio fisiolégico, adopta una conformacion abierta con
un enlace de hidrégeno intermolecular. Su elevada estabilidad en medio 4cido se atribuye a la estructura de
dieno conjugado, pero en condiciones neutras o bdsicas es destruida al ser desprotonado el OH fendlico,
conllevando a la degradacién del compuesto (Gonzalez et al., 2015).
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Figura 8: Liberacion de Cur a pH 7.4. Fuente: Elaboracién propia.

En la Figura 8 se observa que Cur se libera gradualmente en los tres sistemas; sin embargo, el andamio al
1%, libera el total de la carga en las primeras 7 h. Los sistemas que contienen 3 y 5% presentan un perfil
de liberacién mds sostenido en el tiempo, liberdndose un 65 % y un 45 % de la droga en las primeras 8 h;
después de este periodo, la Cur sufrié degradacién quimica producto de la inestabilidad del compuesto a pH
fisioldgico, como se menciond anteriormente (Siepmann & Siepmann, 2012). Esta variacién en la cinética
de liberacion dependiente de la concentracion puede permitir disefiar sistemas de liberacién complejos dado
que el electrohilado permite la preparacién de materiales compuestos por varios tipos de fibras formadas
simultdneamente y donde el porcentaje de Cur liberada puede ser programada.

El mecanismo de liberacion del fairmaco puede involucrar no solo la difusion de Cur a través de la matriz
polimérica (Siepmann & Gopferich, 2001), sino también la posible degradacién del polimero. Para verificar
esto, las muestras fueron analizadas por microscopia electrénica de barrido después del estudio de liberacion

in vitro para observar la morfologia de las fibras. Los resultados se muestran en la Figura 9.
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Figura 9: Imdgenes SEM después del estudio de liberacién de Cur. PLA-Cur 1% (a), PLA-Cur 3% (b), PLA-Cur 5 %
(c). Fuente: Elaboracion propia.
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Las micrograffas muestran una morfologia diferente con respecto a las muestras iniciales (ver Fig. 3). Des-
pués del estudio de liberacién de Cur, las fibras no presentan una distribucion homogénea, aumenta su
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porosidad, presentan aglomerados y pequefias particulas en la superficie; asi mismo, se observa la ruptura
de algunas fibras y se pierde la morfologia inicial de fibras compactas y lisas.

El cambio en la morfologia de las fibras es evidencia de que el polimero sufre cambios durante el proceso
de liberacién de Cur. Es posible, entonces, que el mecanismo de liberacion incluya tanto la difusion del
farmaco, como la degradacién/erosion de la matriz polimérica (Siepmann & Gopferich, 2001). Ademads, el
PLA es un polimero biodegradable; la cadena principal de PLA puede romperse por hidrélisis para formar
productos de degradacién no téxicos (Sackett & Narasimhan, 2011) que resulta en la erosion de las fibras.

3.3. Modelamiento matematico

A los perfiles de liberacion de los sistemas de PLA-Cur fueron ajustados con el modelo Korsmeyer-Peppas
(Figura 8). Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Pardmetros del modelo Korsmeyer-Peppas de los perfiles de liberacion de los andamios de PLA-Cur.

Sistema k n r?

PLA-Cur 1% | 68.398 | 0.18704 | 0.94077
PLA-Cur3% | 47.606 | 0.17142 | 0.93331
PLA-Cur 5% | 31.782 | 0.22670 | 0.97607

El modelo de Korsmeyer-Peppas describe los datos adecuadamente ya que se propuso sélo para sistemas
donde la difusion del farmaco se lleva a cabo a través de una matriz polimérica y en la superficie (Costa &
Sousa, 2001). Los valores de r* indican que el ajuste del modelo presenta la mejor aproximacion y relacién
entre las variables para el sistema liberado a pH 7.4, dado que en la mayoria de los casos se obtuvieron
valores de r* superiores a 0.94. Siendo n, el pardmetro que determina el mecanismo de liberacién de las
fibras, se encontré que para este caso todos valores del coeficiente de difusién son menores que 0.45 (n <
0.45) y se puede afirmar que el mecanismo que se presenta es una liberacién del farmaco cldsica controlada
por difusién Fickiana (caso I). Este mecanismo denota la existencia de otro proceso simultdneo al proceso
de difusidn, siendo 1) la estabilidad de la Cur, ii) la ligera erosion de las fibras de PLA debido a la influencia
del pH a través del tiempo y iii) el proceso de difusion del solvente a través de la microerosién de las fibras,
los factores que juegan un papel importante en el mecanismo de liberacion de la Cur, como se menciond
anteriormente (Costa & Sousa, 2001).

4. CONCLUSIONES

En este trabajo, se obtuvieron fibras de PLA-Cur con una superficie lisa, orientacién aleatoria y tamafios
de didmetros en el rango de 0,5 a 2,5 ym. La incorporacion del farmaco en las fibras se verificé mediante
espectroscopia Raman y caracterizacion térmica. La caracterizacién térmica mostré que la Cur afecta tanto

la cristalinidad del PLA como su estabilidad térmica. El andamio con concentracion de 1 % libera el 100 %
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de su carga en las primeras 8 horas, por lo que serfa ttil como sistema de liberacion a tiempos cortos. En
contraste, los andamios de 3 y 5% de Cur, podran utilizarse como sistemas de liberacion a plazos largos
ya que liberan solo el 65 y 45% de su carga, respectivamente, en el mismo periodo, pudiendo liberar
el farmaco restante en tiempos mayores prolongando el efecto terapéutico. Las altas dosis de farmaco
liberado inicialmente fueron producto de procesos simultdneos de difusién y degradacién/erosion de la
matriz polimérica que se pudieron determinar mediante el ajuste matemdtico del perfil de liberacién al
modelo Kosmeyer-Peppas. Estos materiales podrian encontrar uso en el disefio de sistemas de suministro
para lograr una dosis objetivo, fabricando sistemas de fibras con diferentes concentraciones de Cur. Este tipo
de sistemas podria liberar la dosis diaria recomendada (300 a 600 mg/dia).
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