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RESUMEN

Este trabajo de investigacion abarco la preparacion de peliculas de Quitosano
(CHT) reticuladas con Tripolifosfato de sodio (TPP) y cargadas con Clorhexidina
(CLX), las cuales se obtuvieron por el método de evaporacién del solvente, también
conocido como casting. Los films de quitosano (1%) fueron reticulados con TPP
(0.1%) usando Glicerina (GLI) como plastificante (10%) y se cargaron con CLX
(0.12%), dado que presentaron las caracteristicas mecanicas deseadas para utilizarse a
manera de sistema de liberacién, asi como para mantener su integridad fisica luego de

la liberacion in vitro.

Las peliculas a base del biopolimero quitosano (peso molecular 698.13 kDa,
grado de desacetilacion 71.04%) se caracterizaron utilizando distintas técnicas para
determinar las variaciones quimicas ocurridas como consecuencia del cargado con el
farmaco. Es asi que, la interaccion con el polianién TPP quedé evidenciada mediante
la técnica FTIR, asi como la presencia del farmaco. Otros métodos de caracterizacion
utilizados fueron TGA y DSC para determinar la estabilidad térmica de las peliculas
preparadas y SEM con el objetivo de observar la variacion morfologica de la superficie
del film. El estudio del grado de hinchamiento se llevé a cabo para identificar el
comportamiento de las peliculas en contacto con el medio acuoso, donde se encontro

que siguen una cinética de segundo orden. Cabe mencionar que el estudio de liberacién



de Clorhexidina se llevd a cabo a temperatura controlada (27 °C, 37 °C y 47 °C),
también se hizo variar el volumen de gel utilizado en la preparacion de la pelicula (25
mL, 35 mL y 45 mL) y la concentracion del reticulante (0.1%, 0.5%). Los perfiles de
liberacion se ajustaron a distintos modelos matematicos, donde el modelo de

Korsmeyer-Peppas fue el mas adecuado para describir la cinética de liberacion.

Finalmente, el ensayo cualitativo por el método de difusion en agar de Bauer-
Kirby concluyé que las peliculas cargadas con clorhexidina mostraron actividad
fungicida frente al hongo Candida albicans, demostrando asi que estas funcionan
como vehiculo potencial para la administracion de farmaco dado que permiten la

liberacion eficaz del principio activo.



ABSTRACT

This research work covered the preparation of Chitosan (CHT) films
crosslinked with Sodium tripolyphosphate (TPP) and loaded with Chlorhexidine
(CLX), which were obtained by the solvent evaporation method, also known as
casting. The chitosan films (1%) were crosslinked with TPP (0.1%) using Glycerin
(GLI) as plasticizer (10%) and loaded with CLX (0.12%) since these showed the
desired mechanical characteristics to use them as a release system, such as to maintain

its physical integrity after in vitro release.

Films made of chitosan biopolymer (molecular weight 698.13 kDa, 71.04%
degree of deacetylation) were characterized using different techniques to determine
the chemical variations that take place in the films as a consequence of drug loading.
Thus, the interaction with the polyanion TPP was evidenced by the FTIR technique,
as well as the presence of the drug. Other characterization methods used were TGA
and DSC to determine the thermal stability of the prepared films and SEM in order to
observe the morphological variation of the film surface. The study of the degree of
swelling was carried out to identify the behavior of the films in contact with the
aqueous medium., where a second order kinetics was found. It is worth mentioning
that the study of the release of Chlorhexidine was carried out at a controlled

temperature (27 °C, 37 °C, 47 °C), the volume of gel used in the preparation of the
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film (25 mL, 35 mL, 45 mL) and the concentration of the crosslinker were varied
(0.1%, 0.5%). Later, release profiles were adjusted to different mathematical models,
where the Korsmeyer-Peppas model was the most appropriate to describe the release

kinetics.

Finally, the Bauer-Kirby diffusion test concluded that the films loaded with
chlorhexidine showed fungicidal activity against Candida albicans, thus
demonstrating that they work as a potential vehicle for drug administration since they

allow the effective release of the active pharmaceutical ingredient.
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PROLOGO

El presente trabajo, tesis de licenciatura titulada “Preparacion, caracterizacion,
ensayos de liberacion y actividad bioldgica de peliculas de quitosano cargadas con el
farmaco Clorhexidina”, fue motivado por la idea de hacer un aporte cientifico a manera
de agradecimiento para con mi alma mater, la Universidad Nacional de Ingenieria, por
los afios en que la Facultad de Ciencias me acogié como estudiante y me brindo6 lo
mejor para mi educacion profesional. Como integrante del grupo LIBIPMET pude
involucrarme en el estudio de los biopolimeros, es en este contexto en el que tuve la
oportunidad de formar parte del Circulo de Investigacion 163-2016-FONDECYT
“Nuevas Tecnologias para suministros de farmacos a base de productos naturales
peruanos para el control de salud bucal”. Asi inicio el reto de elaborar peliculas
utilizando el Quitosano para aprovechar sus propiedades y emplearlo como un posible
sistema de transporte de la Clorhexidina, farmaco muy conocido especialmente por

uso en la odontologia.

Esta investigacion contribuye a la ampliacion de las aplicaciones de las
peliculas de Quitosano con relacion al ambito farmacéutico. Estas peliculas
biopoliméricas se elaboraron bajo determinadas condiciones de agitacion y

temperatura, utilizando concentraciones especificas de cada reactivo con el objetivo

XiX



de conferirles las caracteristicas mecénicas esperadas para el uso del film como medio
de transporte y sistema de liberacion de la Clorhexidina. Para lograrlo, reuni evidencia
cientifica que probara las nuevas interacciones y enlaces formados como consecuencia
de la preparacion y cargado de los films. Ademas, con la finalidad de demostrar el
éxito de la liberacién del farmaco recurri a la realizacién de un ensayo de actividad
bioldgica que a su vez pueda corroborar la actividad fungicida de la Clorhexidina

frente a un hongo tan comun como es la Candida albicans.

Dividi este trabajo en cuatro capitulos, el primero esta dedicado principalmente
a dar una introduccion del tema a tratar, el segundo establece el marco tedrico que
sirve de base para la comprension de la tesis, el tercer capitulo muestra el desarrollo
del trabajo de investigacion que incluye la parte experimental realizada en laboratorio,

mientras que en el cuarto y altimo capitulo analizo y discuto los resultados obtenidos.

XX



CAPITULO 1. INTRODUCCION

La Candida albicans es un hongo que puede presentar hifas, forma parte de la
flora gastrointestinal y se encuentra en las areas mucosas del organismo anfitrién. Sin
embargo, las colonias que forma pueden causar infecciones sistémicas bajo ciertas

condiciones, en caso se encuentren en un ambiente adecuado otorgado por el huésped.

Por otro lado, la clorhexidina es un antiséptico utilizado en tratamientos pre y
post operatorios, se puede hallar colutorios de este medicamento a determinadas
concentraciones dependiendo de su aplicacion. Ademas, este fA&rmaco ha mostrado
actividad frente a la Candida albicans, hecho por el cual se ha venido usando como
antifingico para combatir la candidiasis oral. Mientras que, el quitosano es un
biopolimero con un amplio potencial para ser aplicado en la industria farmacéutica,

principalmente porque resulta ser no toxico para el cuerpo humano.

Considerando esto, se optd por preparar peliculas del biopolimero quitosano
usando glicerina como plastificante y tripolifosfato de potasio como agente reticulante,
a fin de obtener las propiedades mecanicas esperadas para utilizar el film como una
matriz de facil manipulacion que, a su vez, permita el transporte del farmaco
clorhexidina y su posterior liberacion para mostrar que es posible su uso como parte

del tratamiento contra la Candida albicans.



1.1. Descripcion del problema

La Candidiasis oral es una de las enfermedades micéticas mas frecuentes, el
hongo Candida albicans se presenta en mas del 50% de la poblacién pero en un
determinado sector se muestra como patdgeno (Tapia Castafieda, 2019). Al ser este
hongo considerado de alta patogenicidad bajo determinadas condiciones (Kustner,
2003), es necesario buscar métodos efectivos para combatir la candidiasis ya que como
se sabe, las enfermedades bucales pueden servir de entrada para causar otras

enfermedades alin mas severas.

En el contexto actual, se utiliza una amplia variedad de farmacos en el
tratamiento de las enfermedades bucales mas comunes. Esto como consecuencia del
avance en la investigacion impulsado por el mayor acceso a la tecnologia. Entonces,
si bien ya se cuentan con medicamentos que producen resultados efectivos en el
tratamiento contra la Candida albicans, como es el caso de la Clorhexidina, también
es importante ahondar en el estudio de nuevos sistemas de liberacion que de alguna

manera mejoren la aplicacion del farmaco.

Por lo que refiere a la administracion de la CLX, si bien esta depende
principalmente de la presentacion del farmaco (colutorio, gel, spray, crema) y de la
etapa en la que se encuentre la enfermedad (tratamiento activo, tratamiento previo a
una cirugia, tratamiento posterior a una cirugia, mantenimiento), es comunmente
utilizada en forma de colutorio en dosis de 10-15 mL a una concentracién de 0.12-
0.20% segun lo requiera el tratamiento, aplicada dos veces al dia durante un periodo
controlado por un especialista (Dra. Torres, Dr. Alvarez, & Dra. Acosta, 2009). Es asi

que, prima la necesidad de encontrar nuevas formas de aplicacion de CLX que



permitan incrementar los beneficios del farmaco y reducir los efectos adversos. Ya sea
favoreciendo el tiempo de retencion en la zona afectada, facilitando el modo de
empleo, logrando un mayor control en la aplicacion que permita focalizar la accion del
farmaco en la zona afectada o disminuyendo la frecuencia de aplicacion dado que su
uso prolongado puede ocasionar efectos secundarios tales como, cambios en el sabor
de los alimentos, pigmentacién de la parte interna de la boca, entre otros. Cualquier
progreso en estos aspectos del tratamiento usando CLX resultaria beneficioso para el
paciente. En consecuencia, es preciso buscar nuevas formas para el transporte del
farmaco Clorhexidina, ya conocido ampliamente por su uso en el plano odontolégico,
mediante el uso de un biopolimero como es el quitosano, tal que, al utilizarlo a manera
de vehiculo y sistema de liberacién, se obtengan mejoras en su potencial aplicacién en

el tratamiento de la candidiasis oral.

1.2.  Justificacion

En el campo de la medicina oral, se conoce la actividad bactericida y fungicida
del farmaco Clorhexidina, hecho por el cual es uno de los antisépticos mas empleados
en odontologia. En virtud de su accion réapida y duradera también es usado como
antiseptico cutaneo y ha sido recomendado su uso tanto antes como después de los
tratamientos periodontales (Kistner, 2003), asi como también en tratamientos
anticaries (Boutsiouki, Frankenberger, Licker, & Kramer, 2019). Este farmaco se
comercializa en distintas presentaciones como solucion acuosa, solucién alcoholica,
con diversos excipientes, en pasta dentifrica, o en aerosol. Su uso como colutorio se
presenta en una concentracion del 0.20%, aunque también es eficaz al 0.12% ya que

se ha encontrado que a esta concentracion se logra disminuciones de hasta el 90% del



contenido bacteriano presente en la saliva (Kustner, 2003). Asimismo, diversos
trabajos fomentan el uso de la clorhexidina contra la Candidiasis oral (Dellinger &

Livingston, 2003; Scheibler et al., 2018; Shino et al., 2016).

Por otro lado, el Quitosano al ser un polimero natural muy abundante es de
facil obtencidon lo que disminuye su costo en comparacién con otros biopolimeros. El
CHT presenta actividad bioldgica, esto incluye capacidad antimicrobiana y
antifingica, pero también cabe mencionar sus propiedades biocompatibles,
bioadhesivas, biodegradables y no toxicas (Duttagupta, Jadhav, & Kadam, 2015).
Ademas, este biopolimero puede cambiar sus propiedades fisicoquimicas con la
adicion de un agente reticulante como el Tripolifosfato de sodio que por medio de
interacciones ionicas crea redes tridimensionales entrecruzadas favoreciendo la
compactacién de la matriz biopolimérica, aportando rigidez al film y afectando la
difusion de las moléculas de agua (Wu et al., 2019). También, es posible modificar las
caracteristicas mecénicas del CHT con ayuda del plastificante Glicerina, que al
incrementar la movilidad de las cadenas ocasiona el decremento de la resistencia a la
tension y da como resultado una pelicula hidrofilica, mas elastica y flexible (Lau,
Kahar, & Yusrina, 2021). EI CHT esta siendo usado como excipiente farmacéutico, lo

que le proporciona la capacidad de extender su aplicacion a la liberacion de farmacos.

Es asi que, se pretende encontrar un medio de transporte y liberacion de CLX
empleando CHT como base para la elaboracion de peliculas con las propiedades
mecanicas adecuadas, aprovechar las caracteristicas anti-Candida y la baja toxicidad
del biopolimero y del farmaco, y utilizar las propiedades biocompatibles del quitosano

como una ventaja para su funcionamiento como sistema de liberacion.



1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general
Obtener peliculas de Quitosano con las caracteristicas adecuadas para el
cargado y liberacion de la Clorhexidina y su aplicacion potencial como un sistema con

actividad fungicida.

1.3.2. Objetivos especificos

= Caracterizar el quitosano utilizado, determinando el grado de desacetilacion y
peso molecular del polimero.

= Preparar peliculas de Quitosano cargadas con Clorhexidina por el método casting,
utilizando Tripolifosfato de sodio como entrecruzante y Glicerina como
plastificante.

= Caracterizar las peliculas preparadas utilizando técnicas instrumentales como,
FTIR, TGA, DSCy SEM.

= Determinar el modelo cinético correspondiente al grado de hinchamiento.

* Realizar un estudio detallado de liberacion in vitro de Clorhexidina usando
peliculas de quitosano cargadas y reticuladas con tripolifosfato de sodio como
sistema de transporte.

= Determinar el modelo cinético mas adecuado que explique el comportamiento de
la Clorhexidina durante su liberacion.

= Comprobar el poder de accion fungicida de la pelicula de quitosano cargada con

Clorhexidina contra la Candida albicans.



1.4. Estado del arte

Diversos trabajos mencionan la accion de la clorhexidina frente el hongo
Candida albicans. Un estudio muestra la eficacia de la actividad antimicrobiana de
una solucion de gluconato de clorhexidina (0.2 - 2%), esta se comparé con otros
compuestos y resulto que el efecto fungicida crecié conforme lo hizo su concentracién,
este andlisis se llevo a cabo comparando los halos de inhibicion obtenidos (M. Singh
et al., 2019). Por otro lado, se encontrd que el gluconato de clorhexidina presenta
superior efectividad anti Candida albicans en comparacién con el uso nanoparticulas
de plata a manera de enjuague bucal, por lo que fue usado como control (Panpaliya et
al., 2019). También se ha utilizado diacetato de clorhexidina cargado en una resina
(polimetil metacrilato), se examind la actividad antifungica mediante un ensayo de
difusion en agar quedando evidenciado su efecto fungicida con la formacion de halos
de inhibicién como consecuencia de la liberacion del farmaco (Maluf et al., 2020).
Incluso se han encontrado resultados favorables de la accion de una solucion de
clorhexidina contra especies de Candida albicans aisladas a partir de las membranas
mucosas de un grupo de pacientes, donde se evalud a su vez, la concentracién minima
inhibitoria (MIC) y la concentracion minima fungicida (MFC) demostrando asi su
fuerte actividad fungicida (Biernasiuk, Szyma-Ska, Kustra, Korona-Glowniak, &
Malm, 2018). Una investigacion mostré que el gluconato de clorhexidina al 2% en
combinacion con hidréxido de calcio, presenta mayor actividad antimicrobiana en
comparacion con la obtenida por la matriz polimérica y el hidréxido de calcio, dicha
diferencia en efectividad quedo establecida gracias a un test de difusién en agar

conteniendo C. albicans (Balan & Krishna, 2018).



Ademaés, determinados trabajos han mostrado resultados satisfactorios frente a
la Candida albicans que incluyen el uso del quitosano, como el ensayo microbioldgico
comparativo que mostrd que el quitosano al 0.5% mezclado con metilcelulosa tiene
una eficacia antimicrobiana similar a la de la clorhexidina al 2% determinada por las
zonas de inhibicién formadas en agar (Ramachandran, 2021). Otro estudio exhibe la
relacion del grado de accion anti-Candida con la concentracion de la clorhexidina,
para esto se compararon geles de quitosano 5% con clorhexidina a distintas
concentraciones (0.2%, 0.6%, 1% y 2%) con geles de clorhexidina (0.2%, y 2%)
(Kloster et al., 2018). Un trabajo posterior, implico la formacion de nanoparticulas de
Oxido de hierro y quitosano cargadas con el farmaco clorhexidina, en esta ocasion se
comparo la eficacia contra la formacion de biofilms de Candida albicans, dando como
resultado efectos similares con respecto a la clorhexidina pura. Mientras que, los
resultados del MIC indicaron que el farmaco CLX es el principal responsable de la

inhibicion del hongo (Vieira et al., 2019).

Finalmente, estas investigaciones previas forman la base para la determinacion
de los criterios a considerar para la realizacion del presente trabajo. Dada la evidencia
de la accidn anti-C. albicans tanto por parte de la clorhexidina como del quitosano,
ambos utilizados principalmente por separado o empleando este farmaco a manera de
control, se optd por elaborar peliculas del biopolimero cargadas con CLX a un
porcentaje comercial como es 0.12% a fin de evaluar los efectos beneficiosos que se
pueden obtener en comparacion con el farmaco utilizado por si mismo. Ademas de

corroborar la eficacia de la liberacion de CLX a partir de la matriz biopolimérica.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Candida albicans

La Candida pertenece al reino Fungi y cuenta con 150 especies
aproximadamente, que se pueden encontrar en diversos ambientes, tales como, aire,
suelo, agua, plantas y animales, pero solo un pequefio grupo tiene la capacidad de
colonizarse y ser patdgenas. La Candida albicans, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei, y Candida dubliniensis son las
especies mas comunes que se pueden asociar a enfermedades en humanos

(Muadcheingka & Tantivitayakul, 2015).

El hongo Candida albicans se puede encontrar en el bioma humano y
generalmente su presencia en los organismos de los individuos es inofensiva. Sin
embargo, bajo determinadas circunstancias es capaz de causar infecciones
superficiales y sistémicas (Mayer, Wilson, & Hube, 2013). La Candida reside
principalmente en membranas mucosas del cuerpo humano tales como los oidos, los
o0jos, el tracto gastrointestinal, la boca, la nariz, los 6rganos reproductores y la piel.
También se le considera como parte de la “flora beneficiosa” del organismo, esto
mientras no se genere un desbalance que conlleve a un crecimiento excesivo de este

hongo (A. Singh, Verma, Murari, & Agrawal, 2014).



Las especies de Candida tienen la capacidad de metabolizar la glucosa tanto
bajo condiciones aerobias como anaerobias. La temperatura afecta su crecimiento, es
asi que en presencia de una temperatura relativamente elevada como 37 °C, que
generalmente es la temperatura corporal de su anfitrion potencial, promueve el
crecimiento de pseudohifas en su estructura celular favoreciendo de esta forma su

proliferacion (A. Singh et al., 2014).

En medios bucales, la Candida albicans manifiesta caracteristicas criticas de
virulencia oral tales como la adhesion y la capacidad de formar biofilm en la superficie
de los dientes, por lo que este hongo también juega un papel importante en el proceso
de formacion de caries (Palareti et al., 2016). Asimismo, la Candida albicans se
caracteriza por su transicién morfoldgica entre levaduras y formas hifales, la presencia
de la invasina en la superficie celular y por la secrecion de enzimas hidroliticas (Mayer

etal., 2013).

2.1.1. Candidiasis oral

La Candidiasis oral es una enfermedad frecuente causada principalmente por
la proliferacién del hongo Candida albicans. Es una infeccion superficial de la
cavidad oral y la gente de avanzada edad, los pacientes inmunocomprometidos y lo
usuarios de dentaduras son mas propensos a adquirirla, pero usualmente es evitable
manteniendo una correcta higiene bucal (Dellinger & Livingston, 2003). Se considera
como una fuente significativa de morbilidad, entre sus sintomas mas comunes esta el
dolor crénico o incomodidad al masticar limitando asi la correcta nutricion en el
individuo (Patil, Rao, Majumdar, & Anil, 2015). La naturaleza comensal de la Candida

albicans supone que gran parte de las formas de candidiasis oral tienen un origen



endodgeno, razon por la cual su erradicacion del organismo del humano anfitrion por
terapia antifungica es dificil (Sweet, 1997). Sin embargo, ciertos factores tienen un rol
determinante en la transformacion de la Candida de comensal a patogena, entre estos
estd la formacion de hifas, la secrecion de proteasas, la adherencia, y el cambio
fenotipico (Samaranayake, 1992). El tratamiento de la candidiasis oral sobre todo se
basa en cuatro fundamentos: hacer un diagndstico temprano y preciso, corregir los
factores predisponentes o enfermedades subyacentes, evaluar el tipo de infeccion a
tratar, y usar acertadamente los medicamentos antimicoticos (Garcia-Cuesta, Sarrion-

Pérez, & Bagén, 2014).

2.2.  Clorhexidina
2.2.1. Estructura quimica
La molécula de la Clorhexidina estd conformada por dos estructuras simétricas
que incluye dos anillos 4-clorofenilo y dos grupos biguanidas conectados por una
cadena central de hexametileno (Greenstein, Berman, & Jaffin, 1986). El farmaco
CLX es una molécula con comportamiento cationico y debe su actividad biologica a
los atomos de cloro ubicados en ambos anillos fendlicos. Su nombre quimico es 1,1°-
hexametileno bis(5-[4-clorofenil]biguanida) y su formula condensada es C22H30CI2N1o

(Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015).
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Figura 1. Formula estructural de la Clorhexidina.

2.2.2. Propiedades de la clorhexidina

Al ser la clorhexidina una biguanida cationica, su superficie positiva es capaz
de unirse a superficies cargadas negativamente como lo son los dientes, tejidos blandos
y bacterias. Asimismo, es capaz de unirse a la hidroxiapatita del esmalte y también a
las proteinas salivales impidiendo de esta forma la colonizacion bacteriana, lo que se
conoce como sustantividad (Rueda, 2017). Ademas, dado que la CLX es una molécula
hidrofobica y lipofilica cargada positivamente puede interactuar con fosfolipidos y
lipopolisacaridos presentes en la membrana celular de las bacterias y de esta manera
logra ingresar a la célula a través de alguna clase de mecanismo de transporte ya sea

activo o pasivo (Dynes et al., 2006).

Este farmaco se caracteriza por ser poco soluble en agua, mientras que sus sales
diacetato de clorhexidina, digluconato de clorhexidina y clorhidrato de clorhexidina,

por el contrario, son solubles en agua (Karpinski & Szkaradkiewicz, 2015).
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2.2.3. Aplicacion como agente para tratamiento bucal

En odontologia, la clorhexidina se usa principalmente como enjuague bucal
(colutorio), también se emplea en irrigaciones orales (Karpinski & Szkaradkiewicz,
2015). Ademas, es posible utilizarla tanto antes, durante y después de una cirugia oral,
en implantologia, durante la higiene de las protesis dentales, asi como durante el
tratamiento de enfermedades periodontales (Dra. Torres et al., 2009). Se conoce que
la clorhexidina es dtil contra la gingivitis, ayuda con la prevencion de caries y en
tratamientos endodonticos. A su vez, muestra actividad contra bacterias grampositivas,
gramnegativas, levaduras y virus. La clorhexidina previene el desarrollo de infecciones
causadas por Candida albicans y se ha observado que afecta su patogenicidad ya que
impide la filamentacion del hongo, y es probable que esto conlleve a la inhibicién de
algunas enzimas (Dra. Torres et al., 2009). Por sus caracteristicas quimicas, al
presentar en su estructura biguanidas catidnicas, este farmaco distorsiona las paredes

celulares ocasionando cambios en la superficie celular de las bacterias.

2.3.  Quitosano
2.3.1. Estructura quimica
La estructura quimica ideal del quitosano esta comprendida por 2-amino-2-
deoxi-B-D-glucopiranosa y una forma desacetilada llamada D-glucosamina. Sin
embargo, este polimero esta constituido por monémeros de D-glucosamina y N-acetil-
D-glucosamina (2-acetamido-2-deoxi-B-D-glucopiranosa). Es asi que ambas formas
de la D-glucosamina (acetilada y desacetilada) estan distribuidas aleatoriamente en la
cadena polimérica (Duttagupta et al., 2015). Este poliaminosacarido cationico es

obtenido por la desacetilacion alcalina del polimero quitina y se caracteriza por la
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presencia de un gran nimero de grupos amino en su cadena (Ahmed & Aljaeid, 2016).

La estructura quimica del quitosano se muestra en la Figura 2.

OH of\CH3
1
Ro Q HO N R?
HO OWO
NH, OH

Figura 2. Formula estructural del Quitosano.

2.3.2. Propiedades del quitosano
Entre sus propiedades mas resaltantes destaca que el biopolimero quitosano es
escasamente soluble en agua, practicamente insoluble en etanol (95%) y otros
solventes organicos con un pH por encima de 6.5. Sin embargo, en presencia de un pH
acido, los grupos amino del CHT se protonan y esto se manifiesta en un incremento de
su solubilidad, en consecuencia el polimero cargado adquiere un alto grado de

densidad de carga positiva en su estructura (Duttagupta et al., 2015).

El quitosano es considerado como un vehiculo datil para el transporte de
farmacos debido a su caracter mucoadhesivo, y a que su superficie debido a que esta
cargada positivamente es capaz de interactuar con la superficie dental que a su vez esta
cargada negativamente (Chronopoulou et al.,, 2016), esta propiedad se debe
principalmente a una interaccion ionica pero también puede deberse a fuerzas
intermoleculares como el puente de hidrogeno (Duttagupta et al., 2015). Su uso

incrementa la capacidad de absorcion de farmacos polares ya que favorece la
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permeabilidad. Esto también se atribuye a que interacciona con la carga negativa de la
membrana celular resultando en una apertura transitoria de esta o en un

reordenamiento de las uniones presentes en las proteinas (Schipper et al., 1999).

2.3.3. Aplicacion como sistema de liberacion

Debido a su baja toxicidad, biocompatibilidad y biodegradacion, el quitosano
es considerado para modular la liberacion de farmacos en tratamientos como la terapia
de cancer (Dhanikula & Panchagnula, 2004), o su uso con un antibio6tico para tratar
infecciones oculares (Silva et al., 2017). Este biopolimero tiene un impacto favorable
en el proceso de liberacion sostenida de farmaco en la cavidad oral, con un prolongado
tiempo de residencia en el lugar de aplicacion, esto a consecuencia de las interacciones
formadas con las superficies cargadas negativamente (Juliano, Cossu, Pigozzi, Rassu,
& Giunchedi, 2008). De la misma manera, este material tiene la capacidad de reducir
la liberacién brusca inicial del farmaco (Sedghi, Shaabani, Mohammadi, Samadi, &
Isaei, 2017) lo que seria favorable ya que mejoraria el control durante la etapa de

liberacion.

2.3.4. Caracterizacion del quitosano

2.3.4.1. Grado de desacetilacion por valoracion conductimétrica
Las propiedades fisicoquimicas del quitosano estan estrechamente
relacionadas con el grado de desacetilacion del polimero, por lo tanto, determinar el
grado de desacetilacion (GD) es de suma importancia para caracterizar el CHT, ya que
estd vinculado a su solubilidad y reactividad, asi como a su peso molecular (Lago et
al., 2011). El grado de desacetilacion es un parametro que tiene influencia en las

propiedades mecanicas y bioldgicas del biopolimero debido a que la cantidad de
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grupos amino presentes que pueden interactuar con superficies cargadas
negativamente se ve afectada directamente con la desacetilacion de la quitina, a mayor
grado de desacetilacion le corresponde una mayor cantidad de grupos amino

disponibles.

El grado de desacetilacion del quitosano es determinante en lo referente a la
degradacion, a mayor grado de desacetilacion la degradacién del film ocurre con
menor rapidez, mientras que los grados de desacetilaciobn mas bajos muestran un
comportamiento opuesto (Dhanikula & Panchagnula, 2004). Ademas, también tiene
influencia en la densidad de carga lineal presente a lo largo de la cadena polimérica,

esta se incrementa conforme lo hace el grado de desacetilacion.

Una de las maneras para hallar el GD es por medio de la espectroscopia IR, y
para lo que se recurre al uso de films para un andlisis directo o también puede lograrse
mediante la preparacion de discos de bromuro de potasio (KBr). Posteriormente, se
utiliza la razon de absorcion Aiess/Assso, donde la banda a 1655 cm™ corresponde a la
Amida | que mide el contenido del grupo N-acetilo, mientras que la banda ubicada a
3450 cm™ corresponde al grupo O-H (Lago et al., 2011). Sin embargo, el método
escogido para la determinacién del grado de desacetilacion fue el uso de la valoracién
acido-base usando la técnica conductimétrica, donde, para determinar el grado de
desacetilacion de la muestra de quitosano primero es necesario hallar el nimero de
moles de los grupos amino pertenecientes al biopolimero que fueron neutralizados
durante la titulacién. EI nimero de moles de NaOH es equivalente al nimero de moles

de los grupos amino que se calcula como sigue (M. J. C. Salazar, 2015; Varan, 2017):

Nyy, = MygonXx Va1 (1)
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Donde,
nynu,: NUmero de moles de grupos amino

Mnaon: Molaridad de la solucién de Hidroxido de Sodio estandarizada (mol/L)
V,.1: Diferencia de volumen entre los puntos de inflexion (L)

Es asi que el grado de desacetilacién se calcula con la siguiente ecuacion:
GD (%) = (W) x100 @)

Donde,
GD (%): Grado de Desacetilacion (%)
Mw: Masa molar de la unidad de quitosano repetida = 161.16 (g/mol)

m: Masa de la muestra de quitosano (g)

2.3.4.2.  Peso molecular por viscosimetria
La viscosidad es una de las propiedades mas importantes de una solucion
polimérica ya que depende de la propia estructura quimica del polimero, asi como de
su interaccion con el disolvente presente en el medio. Dado que la viscosidad depende
principalmente del peso molecular del polimero y de su grado de desacetilacion, la
viscosimetria es un método ampliamente usado para caracterizar quitosano debido a

su sencillez para determinar el peso molecular de la macromolécula.
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De acuerdo a la ecuacion de Mark Houwink Sakurada, el peso molecular de un
polimero esté relacionado a la denominada viscosidad intrinseca [n] de su solucion

polimérica (Lago et al., 2011), como sigue:
[n] = KM*® 3)
Donde,
M: Peso molecular medio
Ky a: constantes empiricas

Dichas constantes estan vinculadas a la relacion soluto-solvente y temperatura
en la solucion polimérica. Para determinarlas se requieren series de datos de distintos
polimeros con pesos moleculares conocidos, los valores obtenidos para Ky a dependen
del solvente, el pH, el grado de desacetilacién, la fuerza iénica y la temperatura, estos
son validos para un cierto rango de pesos moleculares. Para los fines previstos, los
valores para las constantes K y a fueron 0.157 x 10 dL/g y 1.091 (Kasaai, 2007;
Wang, Bo, Li, & Qin, 1991) , respectivamente, utilizando acetato de sodio 0.1 M y
acido acetico 0.2 M a una temperatura de 30 °C. Para hallar la viscosidad intrinseca,
es necesario determinar las viscosidades asociadas a las soluciones poliméricas:
viscosidad relativa (nrer), viscosidad especifica (nsp), viscosidad reducida (nred) Y
viscosidad inherente (ninn). Para el célculo se utilizaron las siguientes ecuaciones

(Czechowska-Biskup, Wach, Rosiak, & Ulanski, 2018; Vijayasri & Tiwari, 2019):
t

Nyret = Z (4)

Nsp = Nret — 1 (5)
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Nrea = e (6)

— Ln(nrel) (7)

Donde,
t: Tiempo de flujo de la solucién de quitosano (s)
ts: Tiempo de flujo del solvente utilizado (s)

c: Concentracion del quitosano (g/100 mL)

2.4. Glicerina
2.4.1. Estructura quimica
La glicerina con férmula quimica CsHgOsz (ver Figura 3), muestra una
estructura con mudltiplos grupos hidroxilo, este hecho le proporciona pares de
electrones disponibles para vincularse por interaccion iénica (Aziz et al., 2020) y a su
vez explican su caracter hidrofilico, este también puede favorecer la solubilidad
(Ortega, 2017). La glicerina es un compuesto polar, que se mezcla facilmente con el
quitosano debido a la afinidad estructural existente, en contacto con el quitosano forma

puentes de hidrégeno.

OH
HO OH

Figura 3. Formula estructural de la Glicerina.
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2.4.2. Aplicacion como agente plastificante
La amplia aplicacion de la glicerina como plastificante se debe principalmente
a que es un compuesto no toxico, biocompatible y biodegradable (Caroni et al., 2021).
Sin embargo, cabe mencionar que el comportamiento de las peliculas de quitosano
depende no solo de la proporcion de este plastificante utilizado para su elaboracion,

sino también de la naturaleza quimica de este.

Los films preparados con un determinado porcentaje de glicerina presentan
variaciones en las propiedades fisicoquimicas de la pelicula polimérica formada ya que
sus moléculas al ser pequefias en tamafio penetran el polimero debilitando asi la
interaccion entre sus cadenas, lo que se manifiesta con un cambio de propiedades
mecanicas (Priyadarshi, Sauraj, Kumar, & Negi, 2018). La adicion de este plastificante
facilita el movimiento de la pelicula polimérica y también hace que la pelicula sea
menos quebradiza, favoreciendo la manipulacion del film (Syaubari, Safwani, & Riza,
2018). Como era de esperarse, el uso de la glicerina en la preparacion de peliculas
resulta en un film maés hidrofilico, es decir se incrementa asi su afinidad por el agua
(X. Ma, Qiao, Wang, Yao, & Xu, 2019). El uso de la glicerina también favorece la
flexibilidad y elasticidad del film preparado. Asimismo, incrementa su resistencia a la

traccion y al alargamiento (Lau et al., 2021).

2.5.  Tripolifosfato de sodio

2.5.1. Estructura quimica
Este polianion, presenta iones cargados negativamente y es comunmente

utilizado debido a su baja toxicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad. Dado que

19



su estructura cuenta con multiples puntos con densidad de carga negativa, se facilita
su interaccion con otros compuestos, en consecuencia, esto modifica las propiedades

fisicoquimicas del compuesto formado.

Ton

+
N / N~ — Na
07/ 0 />0l 0
Figura 4. Formula estructural del Tripolifosfato de Sodio.

2.5.2. Aplicacién como agente entrecruzante
El tripolifosfato de sodio (TPP) es utilizado frecuentemente como
entrecruzante debido a su no toxicidad y a su facilidad para interactuar con el
quitosano. Este polianién al entrar en contacto con el quitosano, produce cambios en
las interacciones electrostaticas del polimero, provocando a su vez variacién en ciertas
propiedades de la pelicula preparada, como la viscosidad, el hinchamiento y la

resistencia a la tension.

La carga negativa del TPP puede interaccionar con el polimero mediante
fuerzas electrostaticas con los grupos amino del quitosano que estan cargados
positivamente y de esta forma crear redes entrecruzadas con caracteristicas
fisicoquimicas que dependen tanto de la concentracién del entrecruzante como del
tiempo de exposicion a este (Shafiei, Jafarizadeh-Malmiri, & Rezaei, 2019). Las
interacciones producto del proceso de reticulado pueden favorecer la prolongacion del
tiempo de liberacion de un farmaco cargado, dado que al haber mas enlaces en el

polimero se reducen las cavidades intermoleculares (poros) y asi el medio acido ya no
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puede penetrar tan facilmente, ni protonar el polimero lo que provoca el hinchamiento

y en consecuencia estimula la liberacion del farmaco (Pemula, 2017).

2.6. Peliculas de quitosano: Caracterizacion

2.6.1. Técnicas instrumentales para la caracterizacion de las peliculas

2.6.1.1. Espectroscopia infrarroja (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es cominmente usada debido a su simplicidad,
rapidez de resultados, pero principalmente a su facil aplicacion dado que no requiere
una elevada manipulaciéon de las muestras, como destruirlas para llevar a cabo el
analisis, ni disolverlas en soluciones acuosas. Esta técnica permite la identificacion del
polimero mediante una comparacion de espectros de bandas y picos relativos a los
grupos funcionales presentes en la matriz. El principio se basa en la absorcion de
energia por parte de las moléculas a longitudes de onda definidas que forman un

espectro vibracional caracteristico de cada muestra.

Mediante el uso de este método de caracterizacion es posible confirmar la
formacion de los nuevos enlaces entre el biopolimero, el farmaco e incluso la variacién
en las fuerzas electrostaticas producidas como consecuencia del entrecruzamiento.
Ademas, esta metodologia de caracterizacion permite observar la variacion en el

comportamiento de la pelicula de quitosano preparada al agregar el plastificante.

2.6.1.2.  Andlisis termogravimétrico (TGA)
Este analisis es utilizado para evaluar la estabilidad térmica de las peliculas de
quitosano, consiste en medir el peso del polimero a lo largo del tiempo durante el cual

es sometido a un programa de temperatura. Los resultados obtenidos del
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comportamiento térmico se pueden comparar con gréficas usuales de la matriz
polimérica en estudio, de esta forma, se identifica la temperatura que corresponde a la
pérdida de humedad absorbida y se distingue del paso de la degradacion oxidativa,
para lo que se recurre a la gravimetria mediante la evaluacion de los cambios en peso

del polimero inicial conforme se incrementa la temperatura.

La seleccion de la atmdsfera a la cual se lleva a cabo el estudio térmico, puede
influir en la formacién de nuevos compuestos que permanecerian como productos
finales de la reaccion. Su eleccién es determinante y depende de lo que se desea
obtener del estudio dado que permite detectar procesos que involucren variacion en el
peso, como la descomposicion, sublimacién, absorcién, desorcién, contenido de

humedad, etc.

Entre los gases més usados estan Ny, aire, Ar, He y CO», y se clasifican segun
la atmdsfera que generan, esta puede ser inerte, oxidante, reductora, corrosiva o
autogenerada. La Atmosfera inerte como Ar o N2 se utiliza para evitar la oxidacion
dado que estos gases no interfieren con la muestra durante el tratamiento térmico. En
cambio, al usar atmosfera de Oz 0 aire para una muestra carbonosa no quedaria carbon
remanente porque este al quemarse produce CO y CO., lo que se refleja en una

variacion de masa.

2.6.1.3.  Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
En este caso lo que se mide es el cambio de calor asociado a la
desnaturalizacion del polimero, por lo que esta técnica permite conocer como cambian
las propiedades fisicas de una muestra, es decir, determina el flujo de calor relacionado

a determinadas transiciones del material en estudio en funcion de la temperatura y el
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tiempo. También se pueden determinar las caracteristicas térmicas de las peliculas
biopoliméricas preparadas, esto es posible analizando la temperatura de transicion
vitrea. Dicha temperatura en el caso de las peliculas de quitosano puede verse afectada
por ciertas caracteristicas propias de las moléculas, como son el grado de
desacetilacion y el peso molecular, por las condiciones de preparacion utilizadas tales
como la concentracion del biopolimero y el pH del solvente utilizado para la disolucion

(X. Ma, Qiao, Zhang, & Xu, 2018).

La Calorimetria Diferencial de Barrido también brinda informacion acerca de
distintas transiciones ocurridas en el polimero, como la cristalizacion, la fusion, la
descomposicion o cambio en la capacidad calorifica, la interaccién entre diferentes
compuestos, asi como ademas es Util para evaluar el estado fisicoquimico del farmaco

cargado (Auda, Mahrous, Ibrahim, Shazly, & Salem-Bekhit, 2017).

2.6.1.4.  Microscopia electronica de barrido (SEM)

La Microscopia Electronica de Barrido es una de las técnicas de caracterizacion
de materiales que nos permite estudiar la morfologia de las muestras, esto se logra al
hacer incidir un haz de electrones sobre la superficie escogida, es decir, se genera la
imagen deseada a partir de la interaccidon de los electrones con la superficie de la
muestra. Esta técnica hace posible visualizar las caracteristicas superficiales de las
peliculas preparadas y asi observar las diferencias fisicas en su microestructura que se

producen como consecuencia de la reticulacion o del cargado.

La microscopia electronica de barrido se utiliza comunmente para estudiar los
detalles estructurales del biopolimero CHT. La técnica SEM hace posible evaluar la

morfologia superficial del film preparado mediante la comparacion de las diferencias
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halladas entre imégenes en relacion a las variaciones realizadas en la preparacion
(volumen de preparacion, concentracion del entrecruzante, tiempo de
entrecruzamiento, etc.) asi confirmar la correcta incorporacion de CLX y su efecto en

la estructura, para lo cual se utiliza un film sin farmaco a manera de blanco control.

2.6.1.5. Espectrofotometria UV-Visible

Esta técnica de analisis permite determinar de manera cuantitativa
componentes que absorben radiacién en el rango UV-Visible por medio de la medicién
de la energia absorbida y transmitida por la muestra a determinadas longitudes de onda
en comparacién con una muestra de referencia también Ilamada blanco que usualmente
es el disolvente utilizado. Posteriormente mediante la relacion existente entra las
absorbancias obtenidas a una determinada longitud de onda méaxima y la
concentracion, se cumple la ley de Lambert-Beer, asi es posible determinar la
concentracion del farmaco en solucion, por lo que es usada en el estudio de la

liberacion de CLX a partir de las peliculas de quitosano cargadas y reticuladas.

El biopolimero es transparente en el rango UV, es decir, preparado por si
mismo en la solucion de acido acético no presenta picos evidentes de absorcion en el
rango de 200-400 nm (G. Ma, Qian, Yang, Hu, & Nie, 2010). Sin embargo, debido a
que el farmaco en estudio si posee picos relevantes en esta parte del rango UV, esto
permite una facil identificacion y cuantificacion del farmaco CLX presente en la
pelicula de polimero preparada. Es decir, esta técnica permite hallar la concentracion
del medicamento en la solucion supernadante resultante de la liberacion. Es asi que el
contenido de clorhexidina se puede cuantificar en tiempos determinados manteniendo

la temperatura controlada a lo largo de la liberacion.
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Finalmente, para definir la longitud de onda mas adecuada para medir la
concentracion de CLX liberada por cada film se recurre al barrido espectral de un
estandar del farmaco en concentracion conocida, una vez determinada la longitud de
onda optima de la banda de mejor absorcion o la mas representativa, esta se utiliza
para leer cada punto preparado para establecer la curva de calibracion y posteriormente
dar lectura a las muestras. La longitud de onda correspondiente a la maxima absorcion
de farmaco se determin6é mediante la realizacion de barridos espectrales de 200 a 400
nm, siendo el pico ubicado a 256 nm el escogido como principal para la lectura de la

concentracion de CLX liberado por las peliculas de CHT.

2.6.2. Estudio del grado de hinchamiento

Un factor relevante para la liberacion del farmaco presente en el film
biopolimérico es la hidratacion de la matriz, en este contexto las interacciones ionicas
ocasionadas por el entrecruzante utilizado son propias de la preparacion particular de
cada pelicula dado que el entrecruzamiento modifica las propiedades mecanicas del
film y dependen de la concentracion del reticulante y tiempo de reticulacion escogidos.
Para estudiar el grado de hinchamiento se recurre al método gravimétrico y el pH del
medio es determinante dadas las interacciones electrostaticas presentes debido al
entrecruzamiento del CHT con TPP (M. C. Salazar & Negron, 2013; Rodr, Negr, &
Alarc, 2010). Se considera el peso inicial seco de una pelicula de area conocida y el
peso de la pelicula hinchada después de un tiempo determinado de inmersion en
solucion de buffer fosfato salino (Pavoni, dos Santos, May, Pollo, & Tessaro, 2021).
El grado de fluido captado por la pelicula polimérica durante un tiempo determinado
de inmersién en el medio se calcula como el grado de hinchamiento (Juliano et al.,

2008; Rogerio dos Santos Alves, Alex Soares de Souza, 2014):
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w = ™o 5 100 (8)

mg
Donde,
W: Grado de hinchamiento
m¢: Peso de la muestra en el tiempo t
mo: Peso inicial de la muestra

Posteriormente, es necesario determinar el orden de la cinética de
hinchamiento que siguen los films de CHT bajo condiciones variadas para establecer
el comportamiento de la matriz polimérica. Se tienen las siguientes ecuaciones (Povea

et al., 2008; Rogério dos Santos Alves; Alex Soares de Souza, 2014):

a) Primer Orden

= KW, — W) 9)

dt

In(="=-) = Kt (10)
b) Segundo Orden

= KW, - W)? (11)

t t 1

W= we T (12)

Donde,

dwy/dt: Velocidad de hinchamiento

W..: Mayor grado de hinchamiento en el equilibrio termodindmico
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W: Grado de hinchamiento
K: Constante de velocidad de hinchamiento

De la cinética tenemos que, cuando la zona interna del polimero interacta con
el medio acuoso se produce el hinchamiento producto de la protonacion del polimero
y también debido a la flexibilidad de las cadenas de la red polimérica. En la zona
intermedia, el medio acuoso debe solubilizar el farmaco para que se lleve a cabo la
difusion de CLX hacia el exterior y esto ocurre de manera simultanea al hinchamiento.
Mientras que, en la zona externa el farmaco se disuelve en el medio y se expulsa

provocando la erosién del polimero (Pemula, 2017).

2.6.3. Estudio de liberacion de la clorhexidina
El quitosano ya ha sido utilizado como transportador de distintos farmacos
dado que puede presentarse en variadas formas, tales como films, nanoparticulas,
microesferas, capsulas, entre otros. Este polimero se presta para su aplicacién en la
liberacion de medicamentos, debido a sus propiedades intrinsecas tiene la capacidad
de formar peliculas que cuenten con caracteristicas adecuadas para ser usadas como
un portador en sistemas de liberacion tanto de moléculas de poco tamafio como de

macromoléculas (Ali & Ahmed, 2018).

Asimismo, para modificar las propiedades fisicoquimicas del film
biopolimérico, favorecer su capacidad transportadora y facilitar su aplicacion, es
posible recurrir al uso de entrecruzantes y/o plastificantes no toxicos con la finalidad
de que estos produzcan cambios en su estructura final, y en consecuencia les confieran
propiedades distintas a las iniciales que sean mas favorables segun la aplicacion
esperada. Es asi que, es de suma importancia analizar los cambios ocurridos en la

27



liberacion de la clorhexidina frente a las variaciones realizadas tanto en la preparacion
de las peliculas como durante la etapa misma de liberacion, es decir, las variaciones
de las condiciones de liberacion del medicamento. De esta manera, en base a la
informacion experimental obtenida, es posible conseguir peliculas que se adecten
mejor a los propositos establecidos previamente y también nos permitan determinar el
modelo cinético que mejor explique el comportamiento del farmaco durante su proceso

de liberacion.

2.6.3.1. Modelos matematicos para la liberacion del farmaco clorhexidina

Existen diversos modelos matematicos orientados a explicar el
comportamiento de liberacion de farmacos a partir de sistemas biopoliméricos. A fin
de estudiar el mecanismo de liberacion de la clorhexidina a partir de peliculas de
quitosano, se tomaron datos de la liberacion in vitro haciendo variar diferentes
condiciones de preparacién de los films (volumen de preparacién, concentracién del
reticulante y temperatura del medio) y dichos datos obtenidos se graficaron y se
ajustaron a cuatro modelos matematicos: Orden cero, Primer orden, Higuchi y
Korsmeyer-Peppas. Estos modelos estan expresados con las siguientes ecuaciones

matematicas.

a. Modelo cinético de orden cero
Qr= Qo+ko*t (13)
Donde,
Qt: Cantidad de farmaco en un tiempo t
Qo: Cantidad inicial de farmaco

ko: Constante de proporcionalidad
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b. Modelo cinético de primer orden
¢ =Qp*e
LnQ, =LnQy—ky *t
Donde,
Qu: Cantidad de farmaco en un tiempo t
Qo: Cantidad inicial de farmaco
ki: Constante de liberacion de primer orden

c. Modelo cinético de Higuchi:

Qr = ky * t%
Donde,
Qt: Cantidad acumulada de farmaco liberado en un tiempo t
kn: Constante de Higuchi.
d. Modelo cinético de Korsmeyer-Peppas:
Q¢ = kgp * t"
Log Q; = Log kygp + nLog t
Donde,

Qt: Cantidad acumulada de farmaco liberado en un tiempo t

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

kkp: Constante incorporando las caracteristicas geométricas y estructurales del

aparato de liberacion

n: Exponente de liberacion que se relaciona al mecanismo de liberacion de

farmaco como se indica en la Tabla 1.
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Tabla 1. Exponente de liberacién n de la ecuacion Korsmeyer-Peppas (Rosu &
Bratu, 2014; Dash, Murthy, Nath, & Chowdhury, 2010;Aycan, Yayla, &

Aydin, 2020).
Exponente n Mecanismo de Liberacion controlada »
. » ) Tasa en funcion de t
de liberacion | transporte de farmaco por:
n<0.5 Difusién Fickiana Difusidn 05
Transporte No-Fickiano Difusion, erosiony
0.5<n<1 -1
(andmalo) relajacién
n=1 Transporte Caso |l Hinchamiento, relajacién | Liberacién orden cero
Super transporte Caso | Relajacion de las paredes
n>1 1
I poliméricas

Los mecanismos que rigen la liberacion de farmacos a partir de matrices
poliméricas hidrofilicas son: la relajacion, la difusién, la erosién y el hinchamiento de
las cadenas poliméricas. Es decir, simultdneamente ocurren la absorcién del agua y la
desorcion del farmaco. Cuando la relajacion de las cadenas poliméricas supera por
mucho la penetracion del agua y el valor de n queda muy por debajo de 0.5, se
considera que el comportamiento continda siendo Fickiano pero también se le Ilama
menos Fickiano (Ganji, Vasheghani-Farahani, & Vasheghani-Farahani, 2010). Un
modelo de liberacidn cinética de tipo Fickiano es aquel cuya liberacién esta controlada
netamente por la difusién obteniéndose n igual a 0.5. En el tipo no-Fickiano o
transporte andémalo, la relacion de transporte engloba, ademéas de la difusion y
relajacion, contribuciones producto del hinchamiento y también de los mecanismos de
erosion (Aycan et al., 2020). Sin embargo, cuando la contribucidn por hinchamiento
predomina sobre la difusién, el modelo de liberacion se alinea a la cinética de orden
cero y da un valor de n igual a 1, es decir, es independiente del tiempo (Rosu & Bratu,

2014). Mientras que por otro lado, cuando los valores de n son mayores a 1, la
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liberacion esta controlada por la relajacion de las cadenas poliméricas (Ciro, Rojas,

Yarce, & Salamanca, 2019; Gierszewska-Druzynska & Ostrowska-Czubenko, 2012).

2.6.4. Ensayo microbiologico: Método de difusion en agar (Bauer-Kirby)

A fin de evaluar la actividad microbioldgica, esta prueba cualitativa permite
corroborar la efectividad del método de liberacion y del farmaco cargado a traves del
uso de un medio de cultivo, que puede ser un medio liquido o solido, inoculado con el
microorganismo de estudio. Se requiere colocar discos de tamafio definido sobre la
superficie del agar previamente inoculado con el hongo para determinar el grado de
sensibilidad del microorganismo frente al farmaco liberado en el medio a temperatura
y tiempo controlados. Este método se basa en la resistencia del microorganismo frente
al farmaco bajo determinadas condiciones y para medirla se evalla la presencia o
ausencia de un area clara (halo de inhibicién) alrededor de los discos embebidos con
el antifangico en solucion. El halo de inhibicion esté directamente relacionado con la
actividad del farmaco frente al microorganismo elegido, para lo que requiere medir la
zona formada alrededor del disco en estudio. Por otro lado, el MIC es la concentracion
minima inhibitoria, es decir, es la dilucion méas baja del medicamento a la que no se
observa crecimiento bacteriano. Los halos de diametros pequefios pueden estar
relacionados a valores altos de MIC, es decir, reflejan un microorganismo resistente al
medicamento. Sin embargo, los halos de diametros grandes se relacionan a valores
bajos de MIC, es decir, evidencian un microorganismo sensible al farmaco (Cercenado

& Saavedra-Lozano, 2009).
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CAPITULO3. DESARROLLO DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

3.1. Reactivos
Quitosano SIGMA ALDRICH lote STBF8219V quitina desacetilada, poli(D-
glucosamina). Clorhexidina > 99.5 % SIGMA ALDRICH lote 1312398 C22H30CI2N1o
MW: 505.45 g/mol Solubilidad 0.08% a 20 °C. Tripolifosfato de Sodio de SIGMA
ALDRICH lote 23713MIV NasO10Pz MW: 367.86 g/mol. GLICERINA, solucién

Laboratorio Alkofarma E.I.R.L. GN-0020 lote 1020318.

3.2.  Procedimiento experimental

3.2.1. Caracterizacion del quitosano
3.2.1.1. Determinacién del grado de desacetilacion por valoracion
conductimétrica
La determinacion del grado de desacetilacion del quitosano empleado en la
preparacion de los films se realizd mediante el metodo de titulacion conductimétrica,
disolviendo por completo el biopolimero en una solucion de &cido fuerte. Para esto, se

peso 52.04 mg de quitosano y se disolvio en 100 mL de HCI 0.05M. posteriormente



se procedio a titular el hidrogel preparado empleando una base fuerte, se utiliz6 una

solucion de NaOH 0.1 M previamente estandarizada (M. J. C. Salazar, 2015).

Las lecturas de conductividad se midieron con un conductimetro GONDO
modelo PL-700PC, y se registraron los datos después de cada adicion de 0.2 mL de
solucion basica manteniendo temperatura y agitacion constantes en todo momento.
Con los datos obtenidos se elabor6 una gréafica Conductividad vs. Volumen de NaOH
afiadido para su posterior interpretacion. Finalmente, el analisis fue realizado por

triplicado.

3.2.1.2.  Determinacién del peso molecular por viscosimetria

Para hallar la viscosidad intrinseca necesaria para el calculo del peso
molecular, primero, se procedié a preparar una solucién buffer conformada por acido
acetico 0.2M y acetato de sodio 0.1M, y esta se utilizd como solvente para disolver el
quitosano en estudio manteniéndolo bajo agitacion constante y a temperatura
ambiente. Luego, se tomaron alicuotas de la solucion madre preparada hasta obtener
concentraciones del polimero de 0.5%, 0.25%, 0.125% y 0.0625% (w/v), utilizando la
solucion amortiguadora inicial para enrasar las fiolas, con el propoésito de evaluar el
tiempo que tarda en fluir cada una de estos hidrogeles a través de las marcas del

viscosimetro.

Finalmente, este andlisis se realizo usando un viscosimetro capilar de vidrio
tipo Ubbelohde, la temperatura fue controlada mediante bafio maria manteniendo el
sistema a 30 °C. Por otro lado, el tiempo de paso se midié empleando un cronémetro

digital, este ensayo fue realizado por cuadruplicado.
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3.2.2. Peliculas de quitosano cargadas con clorhexidina

3.2.2.1.  Preparacion de peliculas de quitosano

El método utilizado para la elaboracion de las peliculas de quitosano cargadas
con clorhexidina fue el de evaporacion del solvente, casting. Se procedio a disolver
una cantidad determinada de farmaco en solucion de acido acético 1% v/v con
agitacion constante a 500 RPM durante 30 min aproximadamente, para obtener una
solucion de CLX con una concentracion inicial de 0.12% p/v. Una vez disuelto el
farmaco en su totalidad, se agreg6 el biopolimero CHT en estado sélido, tal que la
concentracion final para el Quitosano fuera 1% p/v, a fin de obtener el hidrogel de
quitosano cargado con CLX y esta se mantuvo bajo agitacion constante a 750 RPM y

a temperatura ambiente (T~25°C) durante 24 horas.

Posteriormente, se afiadid el volumen necesario de plastificante, de tal manera
que el porcentaje final de Glicerina presente en el hidrogel fuera de 10% (v/v) y se
continud con la agitacion por 1 hora adicional (750 RPM). Luego para la formacién
de las peliculas biopoliméricas se vertio 25 mL del hidrogel preparado, Quitosano
Cargado-Plastificante, en placas Petri de material acrilico con un didmetro aproximado

de 10 cm a manera de molde.

Finalmente, las placas se sometieron a una temperatura constante de secado a
37 °C en estufa durante un periodo de 6 dias, este fue el tiempo necesario para poder
despegar y retirar el film por completo de la placa Petri. La Figura 6 a) muestra la
pelicula CHT-CLX-GLI luego del correspondiente tiempo de secado, la Figura 6 b)
muestra una pelicula CHT-CLX sin la adicion del plastificante GLI con el mismo

tiempo de secado.
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Clorhexidinags)

CH3COOH 1% (V/V)

A

e Agitacion: 500 RPM
e Tiempo: 30 min
e Temperatura: Ambiente

Solucioén acida de
Clorhexidina 0.12% (P/V)

Quitosanos)

A

e Agitacion: 750 RPM
e Tiempo: 24 horas
e Temperatura: Ambiente

Hidrogel de Quitosano 1%
(P/V) Cargado CLX

Glicerina

e Agitacion: 750 RPM
e Tiempo: 1 hora
e Temperatura: Ambiente

Hidrogel de Quitosano Cargado-
Plastificante 10% (V/V)

FORMACION DEL FILM

e Verter 25 mL en placas Petri
acrilicas (¢= ~10 cm)

e Temperatura de secado: 37°C

e Tiempo de secado: 6 dias

Film de CHT-GLI-CLX

Figura 5. Diagrama de proceso para la obtencidn de peliculas de Quitosano

cargadas con Clorhexidina (Senel et al., 2000).
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Figura 6. (a) Pelicula CHT-CLX-GLI posterior al tiempo de secado (b) Pelicula

CHT-CLX posterior al tiempo de secado.

3.2.2.2.  Reticulacion de la pelicula quitosano-clorhexidina
Una vez obtenida la pelicula seca, esta se coloco en el desecador para que enfrie
a temperatura ambiente. Posteriormente, el film que fue retirado completamente de la
placa Petri se sumergié en aproximadamente 250 mL de solucién de TPP 0.1% p/v
(volumen suficiente para mantener al film suspendido en la solucién y también

cubierto en su totalidad), durante un tiempo de reticulado de 30 minutos sin agitacion.

Transcurrido dicho lapso de tiempo se procedio a lavar la pelicula con agua
desionizada cuatro veces para retirar el exceso de reticulante. Finalmente, la
temperatura de secado fue de 37 °C, y el tiempo de secado de 2 dias, la pelicula se
conservo en el desecador hasta su uso. Los diagramas de proceso del cargado y la
reticulacion de los films se muestran en las Figuras 5y 7. Mientras que la Figura 8,

evidencia el cambio producido en la apariencia de una pelicula reticulada sin farmaco
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en su composicion (film blanco) frente a una pelicula reticulada y cargada con el

farmaco clorhexidina.

Film de CHT-GLI-CLX

e Sumergir en 250 mL TPP 0.1%,
30 min

e Temperatura de secado: 37 °C

e Tiempo de secado: 2 dias

Film de Quitosano Cargado y
Reticulado (CHT-TPP-CLX)

Figura 7. Diagrama de proceso para la reticulacién de peliculas de quitosano

cargadas con clorhexidina.

Figura 8. (a) Pelicula de quitosano sin CLX (blanco) luego de la reticulacion

con TPP 0.1%. (b) Pelicula de quitosano cargada con farmaco CLX luego de

la reticulacién TPP 0.1%.
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3.2.3. Estudio del grado de hinchamiento

El hinchamiento respecto a cada pelicula polimérica se evalué usando el
método gravimétrico, se midio el incremento del peso de la pelicula polimérica luego
de su contacto con el buffer fosfato salino (BFS) a pH 7.4. Se usaron muestras de
peliculas con un éarea de 2 cm x 2 cm aproximadamente, estas no contenian farmaco
CLX en su composicion (blancos), se anotaron los pesos iniciales de los films secos y
se colocaron en cada chaqueta conteniendo un volumen de 25 mL de BFS sometiendo
el sistema a temperatura controlada de 37 °C. Las muestras fueron removidas a
intervalos de tiempo apropiados y pesadas luego de limpiar el exceso de buffer usando

papel de filtro, esta operacion se repitié hasta que se observé un peso constante.

Como se sabe, el hinchamiento de las peliculas de quitosano-glicerina
entrecruzadas con tripolifosfato de sodio depende del pH del medio de liberacién, dado
que este controla las interacciones electrostaticas entre los polianiones (Carlos Salazar,
2013). En el presente trabajo se estudié el efecto del volumen de preparacién de la
pelicula, la concentracion de TPP utilizado en la reticulacion y el tiempo de
reticulacion con relacion al hinchamiento de las peliculas de quitosano libres de
farmaco CLX, cabe mencionar que tanto la concentracion de quitosano y glicerina se
mantuvieron constantes, 1% w/v y 10% v/v respectivamente, y que el farmaco no
estuvo presente en la composicion de dichas peliculas para restar la influencia de la
salida de CLX al medio. La Tabla 2 muestra las variaciones que se hicieron en la

preparacion de las peliculas consideradas para el estudio de hinchamiento.
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Tabla 2. Especificaciones consideradas en la preparacion de los films para el

estudio del grado de hinchamiento.

Nombre Volum-en de PP (%) -Tiem-po de |
preparacion (mL) reticulacion (min)

F1 25 0 0

F2 25 0.1 30
F3 25 0.1 60
F4 25 0.1 120
F5 25 0.5 30
F6 35 0.1 30
F7 45 0.1 30

3.2.4. Estudio de liberacién de la clorhexidina

3.2.4.1.  Curvade calibracion del farmaco clorhexidina

Para preparar la solucion madre de la curva de calibracién, se disolvio 12.5 mg
de Clorhexidina en 250 mL de agua desionizada bajo agitacién constante (400 RPM)
y a temperatura ambiente con la finalidad de obtener una solucion de farmaco con una
concentracion aproximada de 50 ppm. A partir de esta solucién madre preparada, se
tomaron seis alicuotas de distintos volumenes (Ver Tabla 3) y se vertieron en fiolas
con un volumen nominal de 25 mL, aforando lo matraces con agua desionizada para
asi obtener los puntos restantes y graficar sus absorbancias correspondientes ya que
estan directamente relacionadas a la concentracion del analito presente en cada

muestra.

Finalmente, estos puntos de curva preparados se leyeron en un equipo

espectrofotometro UV-Vis Shimadzu UV-1800 a una longitud de onda de 256 nm
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determinada experimentalmente como el punto de méxima absorbancia de un barrido

espectral, utilizando celdas de cuarzo con un camino 6ptico de 10 mm.

Tabla 3. Preparacion de la curva de calibracion.

Nombre Alicuota de la Viinal del matraz | Concentracion
solucion madre (mL) | aforado (mL) STD (ppm)
STD 1 1 25 >
STD 2 2 25 4
STD 3 4 25 3
STD4 6 o5 12
STD5 8 25 16
STD 6 10 25 20

3.2.4.2.  Procedimiento para la liberacion del farmaco clorhexidina
Con el objeto de determinar la capacidad que tiene el film preparado como un
sistema efectivo para la liberacion de farmaco, se estudi la liberacién in vitro de CLX
a partir de las peliculas de quitosano. Asimismo, se optd por evaluar la relevancia del
pH del medio de liberaciéon (agua, buffer pH 6.4 y buffer pH 8.5), el volumen de
hidrogel usado para la preparacion de la pelicula (25 mL, 35 mL y 45 mL), la influencia
de la temperatura del medio (27 °C, 37 °C y 47 °C) y la concentracion del reticulante

(0.1%y 0.5%).

Para iniciar el proceso de liberacidn, los films de quitosano-clorhexidina
reticulados y secos se cortaron para obtener areas definidas, cuadrados de 2 cm x 2 cm,
con el fin de facilitar el control visual del desgaste que podria ocurrir como
consecuencia de la liberacion y contacto con el medio acuoso. Posteriormente, se

colocé dicha porcién de pelicula en una chaqueta de vidrio conteniendo un volumen
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de 25 mL de agua desionizada cuidando que el film quedara totalmente suspendido en
el agua, la temperatura del medio de liberacion se controlé mediante el uso de un
chiller llevandolo a la temperatura requerida para cada ensayo; mientras que,
simultaneamente el sistema se mantuvo bajo agitacion constante a 80 RPM mediante
el uso de un shaker. Cada chaqueta utilizada fue cubierta con una luna de reloj para
evitar la contaminacion, mantener la temperatura interna y evitar la evaporacion del

medio de liberacion (Ver figura 10).

En puntos de tiempo predeterminados (Tabla 4) se tomd 2 mL del medio de
liberacion para su lectura con reposicion de la muestra, la solucién se colocé en una
celda de cuarzo de 10 mm, se ley6 la muestra en el espectrofotometro UV-Vis
Shimadzu UV-1800 a una longitud de onda de 256 nm para calcular la cantidad
acumulada de CLX liberada en el medio en funcién del tiempo, obteniéndose de esta

forma la concentracion del farmaco a lo largo de las horas.

Ademas, la cantidad maxima liberada del farmaco CLX se determiné dejando
el sistema de liberacion funcionando durante 24 horas y después de transcurrido dicho
lapso de tiempo se tomo la medida de la concentracion final. La Figura 9 muestra el
diagrama de proceso para la liberacién del farmaco a partir de la matriz polimérica

preparada.
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Film CHT-TPP-CLX (SECO)

e Cortar pelicula (2cm x 2cm)
y pesar.

Film CHT-TPP-CLX 2x2

SISTEMA DE LIBERACION

e Volumen de agua: 25 mL

Medio de Liberacion (2 mL) |[+— e Agitaciéon: 80 RPM

e Temperatura de liberacion:
27 °C,37°Cy47°C

e Frecuencia de Lectura: (*)

e Lecturafinal: 24 horas

e |LeerenUV a 256 nm
e Reponer

Film residual (maxima
liberacion)

Figura 9. Diagrama de proceso para la liberacion del farmaco CLX a

temperatura controlada.

Tabla 4. (*) Frecuencia de lectura del medio de liberacion para cada
intervalo.

) Intervalo para la toma de
NUmero de lectura

muestra (min)

1-10 7
11-14 15
15-16 30
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Figura 10. Sistema de liberacién utilizado para la liberacién de Clorhexidina a

partir de peliculas de Quitosano. (a) Shaker y chiller para brindar las

condiciones de liberacién (b) Chaqueta de vidrio.

3.2.4.3. Modelos matematicos para el estudio de la cinética de liberacion
del farmaco clorhexidina
Para la realizacion del estudio cinético se variaron determinadas caracteristicas
tanto en la preparacion de las peliculas de quitosano, como uno de los parametros de
liberacion, la temperatura. Esto debido a que, si bien la principal temperatura en
evaluacion fue la temperatura corporal (37°C), también era importante determinar si
la pelicula biopolimérica cargada respondia efectivamente a temperaturas superiores e

inferiores sin afectarse significativamente su integridad fisica y conocer la manera en
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que esta influye en el proceso de liberacion. La variacion en el volumen de preparacion
de la pelicula nos mostraria el impacto que tiene en el comportamiento mecénico del
film. Y, la alteracion del grado de reticulacion posibilita conocer como se manifiesta

este cambio en el comportamiento del sistema de liberacion.

A fin de determinar estos efectos en la liberacion del farmaco CLX, la tabla 5
muestra a detalle las especificaciones consideradas en la preparacion de cada pelicula
biopolimérica para el estudio cinético. Cabe destacar que, todos los films elaborados
presentaron especificaciones que se mantuvieron constantes, como la concentracion
de quitosano de 1%, el tiempo de reticulacion de 30 minutos y la concentracion de

farmaco clorhexidina 0.12%.

Los resultados de liberacién de CLX (%) se graficaron siguiendo los modelos
cinéticos de Orden Cero, Primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas. A fin de hallar
el modelo matematico que mejor se ajuste a los perfiles de liberacion obtenidos

experimentalmente.

Tabla 5. Especificaciones consideradas en la preparacion de las peliculas de
quitosano CLX 0.12%. CHT 1%, y tiempo de reticulacion 30 minutos.

Nombre Volurrfen de TPP (%) Temperatura

preparacion (mL) (°C)
P1 25 0.1 27
P2 25 0.1 37
P3 25 0.1 47
P4 25 0.5 37
P5 35 0.1 37
P6 45 0.1 37
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3.2.5. Caracterizacion instrumental de las peliculas de quitosano cargadas
con clorhexidina
3.25.1.  Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Se cortaron peliculas de aproximadamente 1cm x 1cm de area y se analizaron
utilizando un espectrometro FTIR THERMO SCIENTIFIC NICOLET iS5 ubicado en
la Facultad de Ciencias de la UNI, perteneciente al Grupo de Investigacion en Sintesis
de Materiales Avanzados (GISMA). Se utilizé la técnica de Reflectancia Total
Atenuada (ATR) en el modo transmitancia en el intervalo 650-4000 cm™, con una

resolucion de 4 cm™ y 32 barridos.

3.25.2.  Analisis termogravimétrico: TGAy DSC
Los andlisis termogravimétricos de los films de quitosano cargados con
Clorhexidina se llevaron a cabo en atmosfera inerte de nitrogeno Na(). Para determinar
a qué temperaturas se descomponen las peliculas preparadas, se evalué un rango de 35
°C hasta 550 °C. Se debe considerar que, por lo general, los compuestos organicos se

descomponen a temperaturas entre 200 a 300 °C.

Se tomd una masa de 10 mg de muestra para cada analisis, el equipo utilizado
fue el modelo STA 6000 de Perkin Elmer ubicado en la Facultad de Ciencias de la
UNI, laboratorio de Tecnologia Materiales para la Remediacion Ambiental
(TECMARA). La rampa de calentamiento fue de 10 °C/min y el flujo de nitrogeno

gaseoso utilizado fue de 20 mL/min.
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3.2.5.3.  Microscopia electrénica de barrido (SEM)
El equipo usado para la caracterizacion superficial fue el Microscopio
Electronico de Barrido modelo SU8230 Hitachi de la Facultad de Ciencias de la UNI,

Centro para el Desarrollo de Materiales Avanzados y Nanotecnologia (CEMAT).

Para colocar las muestras sélidas en el microscopio electronico de barrido se
colocé una cinta adhesiva doble de carbon sobre el sustrato de aluminio, tal que la
parte inferior de la cinta de carbon quede adherida al sustrato, mientras que, sobre la
parte superior de la cinta de carbén se colocaron las peliculas de quitosano preparadas.
Este sistema se ubicd sobre la platina del microscopio electronico para su analisis

posterior.

3.2.6. Ensayo microbioldgico: Método de difusion en agar (Bauer-Kirby)
La actividad antifingica fue evaluada cualitativamente contra el hongo
Candida albicans ATCC 24433. El hongo creci6 en un medio aerobio, y fue inoculado

en placas Petri siguiendo el método de difusion en agar de Bauer-Kirby.

Las placas conteniendo agar triptona-soja (TSA) con una altura aproximada de
0.5 cm, se incubaron durante 24 horas antes de su uso a una temperatura de 37 °C. En
el caso del indculo, este se prepard con una turbidez equivalente a 0.5 segun la escala
de McFarland en caldo triptona-soja (TSB) y fue aplicado sobre el medio de cultivo
solido por tres veces con una inclinacion de 60°, cubriendo totalmente la superficie del
medio. Finalmente, se dejo secar de 3 a 5 minutos antes de depositar los discos

correspondientes sobre la superficie inoculada.

Se ensay0 la viabilidad de las peliculas preparadas (blanco, disco embebido
con solucién CLX 0.12%, films CHT-TPP-CLX 0.12% variando los volumenes de
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preparacion de 25 mL, 35 mL y 45 mL), esto se llevé a cabo colocando las porciones
de films de tamafio definido (discos de diametro 6 mm) a una distancia del borde de la
placa no menor de 15 mm y a una distancia entre ellas que asegure que no ocurra
superposicion de los halos de inhibicion que pueda afectar la visibilidad de estos,
afiadiendo agua estéril en la superficie para evitar que los discos se arruguen. De esta
manera, las tres placas inoculadas previamente se incubaron en forma invertida a una

temperatura de 37 °C por 24 horas.
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CAPITULO 4. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS
RESULTADOS

4.1. Caracterizacion del quitosano

4.1.1. Determinacion del grado de desacetilacion por valoracion
conductimétrica

La base del método de titulacion conductimétrica radica en la formacion de tres
fases notorias al graficar los datos de conductividad (en pS/cm) versus volumen de
solucidn bésica afadida (en mL). En la primera zona A-B, se titula el exceso de la
solucién de HCI 0.05M con la que se disolvi6 el quitosano inicialmente respecto de la
soluciéon de NaOH 0.1M como titulante, la pendiente negativa de esta zona se explica
con la disminucién de la movilidad de los cationes H3O* como consecuencia de la
neutralizacion acido-base llevada a cabo. La segunda etapa B-C, involucra la titulacion
de los grupos R-NH3* dado que todo el HCI presente ya ha reaccionado con el titulante
y se ha consumido, esto se manifiesta con un leve aumento en la conductividad debido
a la mayor movilidad de los cationes Na* agregados en esta fase. La tercera y Gltima
etapa C-D inicia cuando se ha completado la titulacion de los grupos amino protonados
y se evidencia con un incremento en la movilidad de los iones, debido a la movilidad

superior que presentan los iones OH™ que se encuentran en exceso en la ultima fase.



El ensayo se realizo por triplicado, la Figura 11 presenta la gréfica promedio
de las tres lecturas de conductividad relativas a cada 0.2 mL de base agregada.
Graficando Conductividad Vs. Volumen de NaOH afadido, se determiné el valle
formado y los dos puntos de inflexion, al primer punto con un volumen afiadido de 3.2
mL de solucion de NaOH, le corresponde la conductividad promedio de 854.7 ps/cm,
mientras que el segundo punto de inflexion con un volumen acumulado afiadido de 5.5
mL mostr6 un promedio de 1010.3 ps/cm de conductividad. El nimero de moles usado
entre la primera y segunda inflexion (zona B-C de la gréfica) es equivalente al nimero
de moles de los grupos amino pertenecientes al quitosano (ver ecuacién 1). Finalmente,
aplicando la ecuacion 2 se determind que el grado de desacetilacion correspondiente

al quitosano utilizado para la preparacion de los films fue de 71.04%.

2600
2400 -
2200 - n
2000 -
1800 - u

1600 - n

1400 + [ ]

Conductividad (us/cm)

1200

1000 ~

800 B (:.:
T T T r T T j T
0 2 ! 4 ' 6 8

Volumen NaOH (mL)

Figura 11. Curva de valoracion conductimetrica promedio del quitosano.
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4.1.2. Determinacién del peso molecular por viscosimetria

Las mediciones realizadas en segundos en base al tiempo que tomo cada

solucion polimérica en fluir a través de las marcas presentes en el viscosimetro de

Ubbelohde se registraron para realizar lo célculos de las viscosidad relativa, viscosidad

especifica, viscosidad reducida y viscosidad inherente (vrel, jsp, Tired Y Mjinh), NECesarias

para obtener la viscosidad intrinseca [n] y asi determinar el peso molecular del

polimero usando la ecuacion de Mark Houwink Sakurada.

El tiempo promedio que tardo6 el solvente (buffer de &cido acético 0.2 My

acetato de sodio 0.1 M sin presencia de polimero) en fluir a través del capilar fue de

146.8 segundos, los demas tiempos y valores calculados para las distintas viscosidades

necesarias se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 6. Tiempos y viscosidades correspondientes a las soluciones preparadas

a diferentes concentraciones.

__ | Tiempo |Viscosidad | Viscosidad | Viscosidad | Viscosidad
Concentracion ) ) . )
N° promedio| relativa | Especifica | Reducida | Inherente
(9/100 mL)

(s) (Mret) (Msp) (Mrea) (Minn)
S1 0.0625 188.1 1.281 0.281 4.502 3.967
S2 0.1250 262.1 1.785 0.785 6.283 4.637
S3 0.2500 443.8 3.024 2.024 8.095 4.426
S4 0.5000 1054.7 7.186 6.186 12.372 3.944

Para hallar las constantes mas adecuadas, se graficaron por separado los valores

para Ky a en funcién del grado de desacetilacion, estas curvas fueron elaboradas a

partir de los datos previamente reportados en la literatura considerando condiciones

similares (temperatura, pH, etc), y se usaron dichas ecuaciones obtenidas para calcular
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las constantes K y a por interpolacion, estos valores fueron 0.157 x 10 dL/g y 1.091,

respectivamente (ver Tabla 7, Figuras 12 y 13).

Tabla 7. Constantes K y a para quitosano con distintos grados de acetilacion y
0.2M HACc/0.1M NaAc como solvente (Beattie & Booth, 1963; Carlos
Salazar, 2013).

T (°C) pH p(M) | GA (%) Nl A
(dL/g)
30 4.4 0.1 0 16.8 0.81
30 4.4 0.1 9 6.59 0.88
30 44 0.1 16 1.42 0.96
30 4.4 0.1 31 0.104 1.12

18

{ | Equation y =A*x"B
16 - | Pearson's r 0.99025
14 Value

]l|B A 1.641E-27
124 |B B 14.032

10

K*1075 (dL/g)
o]
1

65 70 75 80 85 90 95 100
GD (%)

Figura 12. Constante K en funcion de GD y su ecuacion de la curva.
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1.15

| |
1.10
1.05
1.00
@ 0.95
Equation y=a+b*
0.90 - | Weight No Weightin
Pearson's r -0.99753
0.85 4 |Adj. R-Squar ~ 0.99261
Value Standard Err
a Intercept 1.81589 0.04384 -
0801 |a Slope -0.0101 5.05369E-4
T T T T T T T T T T T T T T
65 70 75 80 85 90 95 100
GD (%)

Figura 13. Constante a en funcion de GD y su ecuacién de la curva.

Para determinar la viscosidad intrinseca, primero fue necesario graficar nred y
Minh VS. concentracion para hallar los valores relativos a la viscosidad reducida y
viscosidad inherente cuando la concentracion tiende a cero, estos fueron 3.740 dL/g y
4.394 dL/g respectivamente, tal como se muestra en la Figura 14. Sin embargo,
tomando en cuenta las ecuaciones obtenidas al ajustar los puntos a una recta, se optd
por utilizar solo el valor correspondiente a nreq, ya que esta present6 un coeficiente de
determinacion dentro de los parametros de linealidad aceptables, a diferencia de la
recta de ninn. Luego, la viscosidad intrinseca [n] se considero igual a la viscosidad
reducida nreq previamente calculada, dando como resultado un valor de 3.740 dL/g.
Finalmente, de la ecuacion 1 se obtuvo que el polimero quitosano utilizado para la

elaboracion de los films tiene un peso molecular de 698.13 kDa.
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El peso molecular tiene relacién con la solubilidad, viscosidad y propiedades
mecénicas de los hidrogeles de quitosano, a mayor peso molecular le corresponde una
menor solubilidad. Entonces, un mayor peso molecular puede dificultar la
manipulacion del film (Serrato Rodriguez & Ruiz Marines, 2017). Pero también se
debe considerar que un peso molecular superior usualmente incrementa las
propiedades mecénicas de los hidrogeles favoreciendo la mucoadhesion (Losada,
2004), lo que podria ser Gtil para su aplicacion como sistema de transporte de CLX en

el tratamiento anti-Candida.

15 B Viscosidad Reducida
® Viscosidad Inherente

Equation y=a+b*x
Weight No Weighting
Pearson's r 0.9964
10 Value Standard Error
Viscosidad R | Intercept 3.73971 0.30142
g Viscosidad R Slope 17.37929 1.04621
=
~
£ Equation y=a+bx
[—d Weight No Weighting
Pearson's r -0.36186
Value Standard Error
5 Viscosidad In  Intercept 4.39417 0.33725
T ) Viscosidad In = Slope -0.64258 1.17057
N °
6«
T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Concentracion (g/100mL)

Figura 14. Viscosidad intrinseca del Quitosano a partir de la grafica de

Viscosidad inherente y Viscosidad reducida en funcion de la Concentracion.
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4.2. Estudio del Grado de hinchamiento

Para el andlisis del grado de hinchamiento se hicieron variar diferentes
parametros en la preparacion del film que pueden afectar el hinchamiento de la pelicula
durante su exposicion al medio acuoso, estas fueron: el volumen utilizado preparacion
de la pelicula, porque este afecta el espesor del film; la concentracion del reticulante,
porque la cantidad de TPP tiene un impacto en la disposicion de las redes en la
macromolécula; y el tiempo de la reticulacién, dado que el reticulante altera la
distancia entre las cadenas presentes en la estructura del hidrogel y este se incrementa
de manera proporcional al tiempo de exposicion. Adicionalmente, para obtener las
caracteristicas mecanicas deseadas de las peliculas en estudio, se mantuvieron
constantes la concentracion del quitosano al 1% y el porcentaje de plastificante
presente en la pelicula al 10%. Los films utilizados no contenian farmaco en su
composicion para lograr el estudio del hinchamiento del biopolimero por si mismo y
conocer solo el comportamiento de las peliculas para determinar el sistema de

transporte del farmaco.

4.2.1. Efecto del volumen de preparacion de la pelicula sobre el grado de
hinchamiento
En la Figura 15 se muestran los perfiles de hinchamiento de las peliculas F2,
F6 y F7 cuya unica diferencia en la elaboracion de las peliculas radica en el volumen
de hidrogel (mL) de quitosano-plastificante agregado a la placa Petri previo al secado
inicial del film. En este estudio se optd por usar volumenes de 25 mL, 35 mL y 45 mL
del gel, respectivamente, para hacer variar el espesor usando en cada caso los mismos

moldes para la preparacion: placas Petri de acrilico.
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La pelicula F2 tuvo un grado de hinchamiento de 66%, mientras que F6 y F7
mostraron un grado de hinchamiento menor pero no relevante de 60%. La tendencia a
la disminucién del grado de hinchamiento que presentaron las peliculas F6 y F7 podria
deberse a que al reducirse la relacion éarea superficial/masa de quitosano respecto al
film F2, como consecuencia del aumento de la masa de quitosano que esta dada por
el volumen de gel afadido en la etapa de preparacién, se produce también un
incremento de las interacciones entre las cadenas biopoliméricas producto del
acercamiento provocado al mantener el tamafio del recipiente de moldeo que confiere
directamente el area superficial, resultando en una red ligeramente mas compacta

(Garcia, 2020).

Ademas, se observa que la diferencia encontrada entre los films de distinto
volumen de preparacién no es significativa, lo que indicaria que las peliculas
preparadas F6 y F7, presentan un grado de hinchamiento que puede considerarse como
independiente de la variacién en el volumen de preparacion en el rango de 25-45 mL,
esto amplia las posibilidades de seleccién del volumen més adecuado para el film

cargado de CLX.
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Figura 15. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano (1%), glicerina
(10%), reticuladas con TPP (0.1%) durante 30 min, con un volumen de
preparacion de 25 mL, 35 mL y 45 mL, en PBS (pH 7.4) a 37 °C.

4.2.2. Efecto de la concentracion de reticulante sobre el grado de
hinchamiento

La Figura 16, muestra los perfiles de hinchamiento de las peliculas F1, F2y F5
cuya diferencia en la elaboracion solo involucrd la etapa de reticulacion, variando la
concentracion del tripolifosfato de sodio, pero manteniendo un tiempo de 30 min para
dicho entrecruzamiento. Las peliculas a base de CHT-GLI-TPP que fueron reticuladas
al 0%, 0.1% y 0.5% presentaron grados de hinchamiento de 96%, 66% y 65%
respectivamente. De la gréfica se obtiene que la pelicula F1 que no fue reticulada

presenta un grado de hinchamiento considerable, este cambia drésticamente en
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presencia del reticulante. La interpretacion de esto es que las matrices poliméricas
consistentes en CHT-TPP impiden eficientemente el ingreso del medio acuoso (Carlos
Salazar, 2013). La interaccion entre el CHT y el TPP genera interacciones quimicas
que fortalecen la estructura del polimero, dichas interacciones provocan la
disminucion de la movilidad del polimero (Pavoni et al., 2021), asi como la reduccion
del tamafio de poro, lo que impide el ingreso del agua y se manifiesta en un

hinchamiento menor (Rogério dos Santos Alves; Alex Soares de Souza, 2014).

El uso del TPP desempefia un papel importante en el grado de hinchamiento
del polimero, su entrecruzamiento con los grupos NHs*y -OH del CHT genera
interacciones ionicas y favorece la formacion de puentes de hidrégeno TPP-CHT,
CHT-GLI y CHT-CHT producto del entrecruzamiento (Martins, de Oliveira, Pereira,
Rubira, & Muniz, 2012; (Moeini et al., 2018). Se observo experimentalmente que al
incremento de la concentracién del TPP le corresponde una disminucion en el
hinchamiento. Al aumentar la concentracién del entrecruzante idnico, también se
incrementan las interacciones presentes en las peliculas reticuladas produciendo redes
formadas por las cadenas poliméricas mas estables mecanicamente, esto impide la
entrada de las moléculas de agua y se manifiesta en un menor grado de hinchamiento.
A su vez, la repulsion electrostatica generada entre los grupos aminos propios del
quitosano también podria favorecer el incremento del hinchamiento, dado que aumenta
la separacion entre cadenas favoreciendo la solvatacion de los grupos NHz. Es asi
como, en el caso de las peliculas F5 y F6 el entrecruzante ocupa lugares de enlace que
en el caso de la pelicula F2 solo interactdan con las moléculas de agua. Sin embargo,
se hallé que el factor concentracion de TPP 0.1% Yy TPP 0.5% para F2 y F5, no presenta

una diferencia considerable en la cantidad de agua retenida por cada film, lo que puede
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deberse a la poca diferencia entre las concentraciones del entrecruzante. Cabe
mencionar que este rango de concentraciones permite mantener las propiedades

mecénicas deseadas para las peliculas.
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Figura 16. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano (1%), glicerina
(10%), reticuladas con TPP al 0%, 0.1% y 0.5% durante 30 min, con un
volumen de preparacion de 25 mL, en PBS (pH 7.4) a 37 °C.

4.2.3. Efecto del tiempo de reticulacion sobre el grado de hinchamiento
En la Figura 17 se encuentran los perfiles de hinchamiento de las peliculas F2,
F3 y F4, para realizar esta comparacion la diferencia radica en el proceso de
entrecruzamiento, especificamente, el tiempo al que las peliculas estuvieron expuestas
al reticulante TPP 0.1% (no en la concentracion de TPP). En este estudio se optd por

reticular los films durante 30 min, 60 min y 120 min. Tanto las peliculas F2 como F3
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evidenciaron un grado de hinchamiento de 66%, mientras que el film F4 mostr6é un
grado de hinchamiento de 65%. Si bien el tiempo de exposicion al reticulante es
relevante para lograr un adecuado proceso de entrecruzamiento, la variacion en el
hinchamiento es evidentemente no significativa, este hecho denota que el grado de
entrecruzamiento alcanzado en cada pelicula no se ve afectado considerablemente.
Entonces, se puede deducir que las peliculas F2, F3 y F4 presentan un grado de
hinchamiento que no depende de manera directa de la variaciéon en el tiempo de
entrecruzamiento, es decir, dicho tiempo no es un factor determinante para el grado de

hinchamiento en el rango de 30 a 120 minutos escogido para este estudio.
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Figura 17. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano (1%), glicerina
(10%), reticuladas con TPP 0.1 % durante 30 min, 60 min y 120 min, con un
volumen de preparacion de 25 mL, en PBS (pH 7.4) a 37 °C.
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4.2.4. Modelo cinético del grado de hinchamiento

Para determinar el orden mas adecuado para el modelo cinético del grado de
hinchamiento, se optd por graficar los resultados obtenidos en funcion del tiempo
aplicando las ecuaciones 10 y 12 para primer orden y segundo orden, respectivamente.
Se analiz6 el comportamiento de las peliculas de quitosano asumiendo que siguen una
cinética de primer orden. Tal como se aprecia en la Figura 18, las curvas formadas por
cada film preparado no presentan un comportamiento lineal, a excepcion de la curva
correspondiente a F1 que si muestra una pendiente constante, pero con un coeficiente

de determinacion menor a 0.99, los valores de R? se pueden ver en la Tabla 8.
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Figura 18. Cinética de hinchamiento de las peliculas de quitosano preparadas a

condiciones variadas, ajustadas a Primer Orden.
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Tabla 8. Coeficientes de las curvas ajustadas a la recta y=mx+b, producto de

aplicar un modelo cinético de hinchamiento de Primer Orden.

Pendiente | Intercepto Coeficiente de
Nombre L
(m) (b) Determinacion (R?)
F1 0.0447 0.1128 0.9647
F2 0.0348 3.9381 0.7289
F3 0.0343 2.6078 0.7686
F4 0.0654 2.1669 0.8929
F5 0.0458 2.6312 0.8400
F6 0.0381 3.1160 0.4072
F7 0.0910 1.1155 0.8877
1.6
1.4—-
1.2—-
10
= 0.8—-
E J
> 0.6—-
=
0.4
0.2—-
0.0-
-0.2 - T T T T T T T T T T 1
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Figura 19. Cinética de hinchamiento de las peliculas de quitosano preparadas a
condiciones variadas, ajustadas a Segundo Orden.
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Tabla 9. Coeficientes de las curvas ajustadas a la recta y=mx+b, producto de

aplicar un modelo cinético de hinchamiento de Segundo Orden.

Nombre Pendiente | Intercepto Coeficiente de
(m) (b) Determinacion (R?)
F1 0.0087 0.0968 0.9742
F2 0.0152 0.0023 1.0000
F3 0.0149 0.0090 0.9997
F4 0.0150 0.0062 1.0000
F5 0.0152 0.0068 0.9999
F6 0.0156 0.0070 0.9998
F7 0.0155 0.0106 0.9999

En contraste, la Figura 19 muestra el comportamiento evidentemente lineal que
siguen las curvas de las peliculas preparadas al ajustarse a una cinética de
hinchamiento de segundo orden, el criterio se baso en los valores de R? superiores a
0.99. Esto implica que el proceso de difusion en la cinética de segundo orden se explica
con la relajacion de las cadenas poliméricas para que ocurra la salida del agua (Ortiz,
Rapado, & Peniche, 2021; Povea et al., 2008). Si bien la pelicula F1 también presento
un comportamiento lineal frente al modelo cinético de primer orden, en este caso se
presenta un valor de R? mayor, por lo que se prefirio la cinética de Segundo Orden
para explicar el hinchamiento. En tanto, las peliculas F2-F7 también presentaron
coeficientes de determinacion superiores para el modelo cinético de segundo orden,
este ajuste se explica dado que el proceso de difusion se lleva a cabo mas lentamente
alejandose de la cinética de primer orden, lo que favoreceria la liberacion gradual del
farmaco si consideramos la aplicacion que se le daria a los films. La Tabla 9 presenta

los coeficientes de la ecuacion y determinacion (R?) correspondientes a cada pelicula.
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4.3. Liberacion del farmaco clorhexidina

Los resultados de la liberacion de CLX se muestran en gréaficos que estan
expresados en porcentaje de liberacion de farmaco (%) Vs Tiempo (min). Para este
estudio se hizo variar el volumen de preparacion del film, la temperatura de liberacion
y el grado de reticulacion. Considerando los resultados obtenidos del estudio del grado
de hinchamiento, en la preparacion de las peliculas de CHT-CLX se opt6 por usar 25
mL para el volumen de preparacion porque no se encontro diferencia significativa en
el hinchamiento en comparacion con los volumenes de 35 mL y 45 mL utilizados. La
concentracion del reticulante y el tiempo de exposicién a este fue de 0.1% y 30 min,
respectivamente, a fin de no afectar la flexibilidad y facil manipulacién de los films.
En tanto, la temperatura dptima seleccionada para el medio de liberacion fue 37 °C
dado que se asemeja a la temperatura promedio del cuerpo humano y tomando en
cuenta que, para la aplicacion potencial del film, esta seria la temperatura del entorno.

Sin embargo, por fines comparativos también se hicieron ensayos a 27 °C y 47 °C.

4.3.1. Curva de calibracion
La Figura 20 muestra el barrido espectral correspondiente a la lectura de los
estandares preparados (STD) a partir de una soluciébn madre de 50 ppm, para
determinar la longitud de onda méas adecuada para la clorhexidina. En base a la
literatura y como consecuencia del barrido obtenido, se concluye que la longitud de
onda representativa de CLX es 256 nm. Por otro lado, la Figura 21 muestra la curva
de calibracién, asi como los coeficientes de la ecuacién de la recta y el coeficiente de

determinacion R? obtenido superior a 0.99.
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Figura 20. Barrido espectral de los estandares del farmaco Clorhexidina.
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Figura 21. Curva de calibracion y ecuacion de la recta de la Clorhexidina.
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4.3.2. Efecto de las variaciones en el estudio de liberacién

4.3.2.1. Efecto del pH del medio de liberacion
La Figura 22 muestra el efecto que tiene el pH del medio en la liberacion del
farmaco Clorhexidina que se da a través de la matriz biopolimérica. Para realizar este
estudio se utilizd buffer fosfato salino pH 7.4, buffer pH 6 y buffer pH 9, y
adicionalmente se hizo la comparacion usando agua desionizada como medio para

determinar si hay variaciones considerables entre sus resultados.

Si bien, el pH suele ser determinante en un ensayo de liberacion debido a que
las interacciones electrostaticas presentes durante el contacto del film con el medio
influyen en la salida del farmaco, en este caso no se encontrd gran diferencia en cuanto
al porcentaje de liberacion de clorhexidina final obtenida entre el uso de cada buffer
puesto a prueba como medio (pH 7.4 con 93.4%, pH 6 y pH 9 con 93.3%) y el agua
desionizada (93.1%). Es asi que las diferencias halladas en el porcentaje de liberacion
del farmaco en cada uno de los medios evaluados se consideraron como despreciables
para el fin requerido en esta investigacion. Se optd entonces por estandarizar el uso de
agua desionizada como medio de liberacién para todos los ensayos posteriores debido

a la practicidad de su uso.
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Figura 22. Perfil de liberacion de CLX a 37 °C a partir de peliculas de quitosano
1%, volumen de preparacion 25 mL, TPP 0.1 %, liberadas a diferentes

condiciones de pH (agua desionizada, buffer pH 6, 7.4y 9).

Adicionalmente, se presenta el estudio de los siguientes efectos sobre la
liberacion de Clorhexidina: Volumen de preparacion de las peliculas, Temperatura de
liberacion y Concentracion del reticulante. La liberacion del farmaco a partir de una
pelicula polimérica usualmente se ve afectada por diferentes mecanismos como el
ingreso del medio de liberacion en la matriz, el grado de hinchamiento, la disolucion
del farmaco en el medio, la difusion del farmaco a través de la matriz hidratada y
también la erosién que se presenta principalmente en la superficie del film y cada uno
tiene su aporte en la liberacion (Bavarsad, Kouchak, Varmaziar, & Sadeghi-Nejad,
2015). Dado que el CHT es polielectrolitico e hidrofilico, al entrar en contacto con el
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medio acuoso absorbe las moléculas de agua provocando el hinchamiento del hidrogel,
es asi que debido a la relajacion de sus cadenas se generan cavidades intermoleculares
(también llamados poros) por donde el farmaco CLX sale con el fin de mantener un
gradiente de concentracion apropiado. Ademas, simultaneamente el polimero se

expande ocasionando la erosion de la superficie.

4.3.2.2.  Efecto del volumen de preparacion de las peliculas
La Figura 23 muestra el perfil de liberacién de CLX con una concentracion
inicial de 0.12% durante un periodo de 3 horas de exposicion al medio a partir de las
peliculas de quitosano entrecruzadas con TPP 0.1%. Para este ensayo, se prepararon
peliculas con volimenes diferentes utilizados para su preparacién al momento de

realizar el método casting, siendo 25 mL, 35 mL y 45 mL respectivamente.

Analizando el perfil obtenido, se determind que las peliculas de mayor
volumen de preparacién liberan mayor porcentaje de farmaco que las de menor
volumen de preparacion. Esto puede estar relacionado directamente al incremento de
masa total, es decir, a mayor volumen de preparacion utilizado para la elaboracion del
film también le corresponde una mayor cantidad de CLX en su composicion que se
libera en el medio. Los porcentajes de liberacion de CLX correspondientes a cada
volumen de preparacion, 25 mL, 35 mL y 45 mL, fueron de 84.4%, 88.8% y 90.8%

respectivamente.
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Figura 23. Perfil de liberacién de CLX a 37 °C a partir de peliculas de
quitosano 1%, volumen de preparacion 25 mL, 35 mL y 45 mL, TPP 0.1%.

4.3.2.3. Efecto de la temperatura del medio de liberacién
La temperatura del medio de liberacion es un factor determinante para el
proceso de liberacion del farmaco, un incremento de este favorece a la liberacion de
CLX, lo que podria deberse principalmente al debilitamiento de las fuerzas
intermoleculares presentes en la estructura de la matriz polimérica provocando que el

tamanio de los poros aumente favoreciendo de esta manera la liberacion.

Para este ensayo las peliculas preparadas mantuvieron una concentracién
determinada de farmaco, mismo volumen de preparacion y porcentaje de reticulacion.

La Figura 24 muestra como los porcentajes de CLX liberados se incrementan conforme
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lo hace también la temperatura del medio. La grafica muestra aproximadamente 3
horas de exposiciéon de los films a 27 °C, 37 °C y 47 °C manteniendo agitacion

constante, donde se obtuvo un porcentaje de CLX liberado de 71.1%, 81.4% y 92.6%,

respectivamente.
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Figura 24. Perfil de liberaciéon de CLX a 27 °C, 37 °C y 47 °C a partir de

peliculas de quitosano 1%, volumen de preparacion 25 mL, TPP 0.1%.

4.3.2.4. Efecto de la concentracion de reticulante
La Figura 25 muestra el perfil de liberacion de CLX a partir de peliculas de
quitosano entrecruzadas con TPP 0.1% y 0.5% p/v, en esta ocasion se mantuvo

constante la temperatura a 37 °C, la concentracion de CLX fue de 0.12% y el volumen
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de preparacion utilizado fue 25 mL, mientras que el tiempo de reticulacion fue 30 min

para ambos films.

Como era de esperarse, los distintos grados de reticulacion provocaron una
reduccidn significativa en la liberacion de farmaco, esta paso de 95.9% de CLX para
el film reticulado con TPP 0.1%, a un valor de 77.9% de CLX para la pelicula
reticulada con TPP 0.5%. Este comportamiento fue el esperado, considerando que el
efecto del entrecruzante implica la formacidn de redes tridimensionales entre el TPP y
la macromolécula CHT, dificultando de esta manera la salida del farmaco de su
estructura como consecuencia de la reduccion de las cavidades intermoleculares
(poros). De esto resulta que, una mayor concentracion de TPP en el proceso de
reticulacion se manifiesta en una red menos flexible y en consecuencia mas dificil de
atravesar, lo que conlleva a perjudicar la libre salida del farmaco CLX a través de la

estructura CHT-TPP formada.

Asimismo, se pudieron apreciar las diferencias que existen en las propiedades
fisicas de las peliculas preparadas, la pelicula reticulada con la solucién de TPP 0.5%
resultd ser mas quebradiza y de dificil manipulacion, en contraste, la pelicula con TPP
0.1% mantuvo propiedades mecénicas adecuadas para su uso como sistema de

liberacion.
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Figura 25. Perfil de liberaciéon de CLX a 37 °C a partir de peliculas de

quitosano 1%, volumen de preparacion 25 mL, TPP 0.1% y 0.5%.

4.3.3. Modelos matematicos para el estudio de la cinética de liberacién del
farmaco clorhexidina
Los datos que fueron obtenidos de la liberacion in vitro de las peliculas
preparadas segun la Tabla 5, mostraron un mejor ajuste al modelo Korsmeyer-Peppas,
dado que tuvieron coeficientes de determinacion (R?) superiores a los obtenidos con
los deméas modelos. Sugiriendo asi, que este es el modelo matematico mas adecuado
para describir la cinética de liberacion del sistema estudiado. La comparacion de los

coeficientes de determinacion obtenidos se muestra en la Tabla 10.
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Las constantes de difusion, n, para las peliculas P2, P3, P4 y P6 presentaron
valores que oscilaron entre 0.25-0.44, mostrandose un comportamiento de tipo
Fickiano donde la liberacion esta controlada por la difusion. En esta situacion, la
velocidad de relajacion de las cadenas poliméricas del polimero es mayor comparada
con la velocidad de difusion (Rahim & Mas Haris, 2021). Mientras que los films P1y
P5 presentaron valores de n ligeramente superiores a 0.5, indicando una tendencia a la
liberacion de tipo andmalo o no Fickiano, que esta controlada ademas de la difusion
por la erosion y relajacion. Es asi que, en este caso, la velocidad de difusion es
equivalente a la velocidad de relajacion de las cadenas (Gierszewska-Druzynska &

Ostrowska-Czubenko, 2012).

Para la pelicula P1, la temperatura de liberacién del medio influye en el valor
de n correspondiente, dado que al ser menor (27°C) podria provocar la disminucién de
la relajacion de las cadenas poliméricas y esto ocasionaria que se equipare la velocidad
de relajacion con la velocidad de penetracion de agua al no darse la difusion
adecuadamente. Pero, en el caso de la pelicula P5, el aumento del volumen de
preparacion de 25 mL a 35 mL también implica un incremento en la cantidad de
farmaco asociado a la matriz biopolimérica, lo que podria aumentar su velocidad de
difusion. Sin embargo, se observo que, si bien la pelicula P6 se preparé usando un
volumen de 45 mL, este film mantuvo un comportamiento de liberacion de tipo

Fickiano.
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Tabla 10. Coeficientes de determinacion obtenidos ajustando las curvas de
liberacion de las peliculas de CHT-TPP-CLX a los diversos modelos

matematicos.

Coeficiente de Determinacion (R?) Constante de
. Modelo difusion
Pelicula Primer Modelo
Orden Cero ) ) Korsmeyer- Korsmeyer-
Orden Higuchi
Peppas Peppas (n)
P1 0.84572 0.64395 0.95694 0.95621 0.57716
P2 0.84307 0.6944 0.95456 0.97406 0.37884
P3 0.85862 0.69571 0.96428 0.97509 0.44333
P4 0.77338 0.68413 0.91276 0.97251 0.25424
P5 0.79456 0.59364 0.92713 0.93099 0.53543
P6 0.76711 0.61868 0.90889 0.94513 0.39379

4.3.4. Caracterizacion instrumental de las peliculas de quitosano cargadas
con clorhexidina
4.3.4.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 30 se muestra el espectro del polimero Quitosano puro utilizado
para la preparacion de los films en su estado sélido (polvo). Se observa una banda
ancha a 3359.3 cm™ que se debe a la presencia de los grupos hidroxilo (Escobar Sierra,
Ossa Orozco, & Alexander Ospina, 2013) y a 3291.5 cm™ se encuentra la sefial
correspondiente al estiramiento vibracional del enlace N-H (Carlos Salazar, 2013;
Dhanikula & Panchagnula, 2004), mientras que en la zona de C-H el pico ubicado a
2912 cm™ es asignado al estiramiento en modo asimétrico del grupo CH y el que esta
a2869.4 cm™ se asocia su estiramiento en modo simétrico (Dhanikula & Panchagnula,

2004) Por otro lado, la banda a 1650.7 cm™ le corresponde a la vibracion de
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estiramiento del grupo C=0 de la amida (Abruzzo et al., 2013), y la banda a 1584.4
cmse le asigna a la flexion de N-H de los grupos amino (Abruzzo et al., 2013; Martins
etal., 2012). El pico ubicado a 1062.8 cm™ es asignado a la flexion del enlace carbono-
oxigeno (COC) presente en el polimero quitosano (Shabnam, Mohammad, Seyed, &
Behnam, 2018). Finalmente, la banda a 1023.1 cm™ se le atribuye al estiramiento del
enlace C-O de los alcoholes primarios (Martins et al., 2012). La Tabla 11 muestra el

resumen de los principales picos caracteristicos del quitosano.
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Figura 30. Espectro FTIR-ATR del biopolimero Quitosano.
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Tabla 11. Bandas y picos caracteristicos del espectro FTIR-ATR del quitosano.

Tipo de Vibracion NUmero de onda (cm™?)
Estiramiento -OH 3359.3
Estiramiento N-H 3291.5

Estiramiento asimétrico CH: 2912
Estiramiento simétrico CH> 2869.4
Estiramiento C=0 de la amida 1650.7
Flexion N-H de la amina 1584.4
Flexion C-O-C 1062.8
Estiramiento C-O 1023.1

También se caracterizO el Tripolifosfato de Sodio y su espectro
correspondiente se muestra en la Figura 31. Los picos ubicados a 3252.2 cm? y a
1653.5 cm™ se deben a las vibraciones de tension y flexion del grupo hidroxilo,
respectivamente (Carlos Salazar, 2013), la presencia de estos picos débiles podria
asociarse a la humedad. El pico a 1210.7 cm™ se atribuye al estiramiento asimétrico
del grupo PO- (Gierszewska, Ostrowska-Czubenko, & Chrzanowska, 2018) y también
puede corresponder al estiramiento P=0 (Carlos Salazar, 2013; Shafiei et al., 2019)),
en cuanto al pico ubicado a 1141.4 cm™ se refiere al estiramiento simétrico y
asimétrico de PO, (Martins et al., 2012). El pico a 1093.1 cm™ es relativo tanto al
estiramiento simétrico como asimétrico del grupo POsz (Martins et al., 2012
Mazancova et al., 2018). Finalmente, el pico a 884.5 cm™ est4 asociado al estiramiento
asimetrico del enlace P-O (Martins et al., 2012; Mazancova et al., 2018) presente en

el enlace P-O-P (Safdar et al., 2019).
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Figura 31. Espectro FTIR-ATR del Tripolifosfato de Sodio.

Tabla 12. Bandas y picos caracteristicos en el espectro FTIR-ATR del TPP.

Tipo de Vibracion NUmero de onda (cm™)
Estiramiento asimétrico P=0 1210.7
Estiramiento a/s O-P=0 1141.4
Estiramiento a/s PO3 1093.1
Estiramiento asimétrico P-O-P 884.5

Por otro lado, en la Figura 32 se muestra el espectro del farmaco Clorhexidina.
La banda alrededor de 3371.5 cm™ se atribuye al estiramiento del grupo N-H
perteneciente la imina (Onnainty et al., 2016; Vieira et al., 2019). En el rango 2850-
3000 cm™ (2937.4 cm™ y 2861 cm™) se encuentra el estiramiento C-H del alqueno

aromatico (Daud, Tapsir, Idris, Nasution, & Saidin, 2019), también se le atribuye al
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estiramiento CH2C-H de los grupos metileno de la clorhexidina (Onnainty et al., 2016).
Por otro lado, el pico a 1665.3 cm™ corresponde al estiramiento C=N (Balasankar
Meera Priyadarshini et al., 2017; Kim et al., 2016; Shabnam et al., 2018) caracteristico
de los derivados de la biguanida (Tokajuk et al., 2017). El espectro muestra a 1594.5
cm?t el estiramiento relativo al grupo -NH (Balasankar Meera Priyadarshini et al.,
2017; B. M. Priyadarshini et al., 2016) de la amina (Vieira et al., 2019) y el pico
ubicado a 1535.7 cm™ se asocia a la flexion aromatica C=C (Kim et al., 2016;
Onnainty et al., 2016), asi como también se encuentra la flexion correspondiente al
grupo N-H de la amina (Kim et al., 2016). Finalmente, los picos ubicados en 1090.6
cm?y 862.1 cm™ se deben a las vibraciones del grupo aromatico (Ar) con el Cly CH

del anillo respectivamente (Vieira et al., 2019).
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Figura 32. Espectro FTIR-ATR del farmaco Clorhexidina.
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Tabla 13. Bandas y picos caracteristicos en el espectro FTIR-ATR del CLX.

Tipo de Vibracion NUmero de onda (cm™?)
Estiramiento N-H de la imina 3300-3500
Estiramiento C-H del alqueno aromatico 2850-3000
Estiramiento C=N de la biguanida 1665.3
Estiramiento -NH de la amina 1594.5
Flexion aromatica C=C 1535.7
Vibracion Ar-Cl 1090.6
Vibracion CH del Ar 862.1

Para realizar una adecuada comparacion entre las peliculas preparadas, en la
Figura 33 se muestra el espectro del Blanco (pelicula de CHT reticulado con TPP 0.1%
y glicerina 10% sin presencia de farmaco). El espectro del blanco comparado con el
espectro del quitosano en estado sélido muestra ciertos desplazamientos de los picos
representativos. La banda amplia entre 2800 cm™ y 3500 cm™ es resultado de la
presencia de humedad residual contenida en la Glicerina (Dhanikula & Panchagnula,
2004). Los picos a 1637.7 cm™ y 1549.7 cm™ pueden ser atribuidos al enlace entre los
grupos -OH de la parte negativa del TPP con los grupos amino del biopolimero
quitosano (Nasution et al., 2018). Ademas, el pico ubicado a 1151.5 cm™ se asocia al

P=0 del reticulante.
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Figura 33. Espectro FTIR- ATR de la pelicula polimérica Blanco (sin CLX).

Tabla 14. Bandas y picos caracteristicos en el espectro FTIR-ATR de la pelicula

polimérica Blanco (sin CLX en su composicién) reticulada con TPP 0.1%.

Tipo de Vibracion NUmero de onda (cm™)
Estiramiento N-H / -OH 3274.2
Estiramiento asimétrico del CH: 2928.1
Estiramiento simétrico del CH> 2871.7
Estiramiento del C=0 de la amida 1637.7
Flexion N-H de la amina 1549.7
Estiramiento P=0O 1151.5
Estiramiento R-O-P-O 1058.4
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Finalmente, el consolidado de los picos y bandas ya identificados se puede
observar en el espectro de la pelicula preparada y cargada (ver Figura 34), esta al ser
comparada con el espectro del film blanco muestra ciertos desplazamientos de los
picos representativos. Al afiadir CLX, la absorcion se produjo a un menor nimero de
onda en la region 3180-3305 cm™ indicando que existe interaccion de tipo puente de
hidrégeno entre los grupos hidroxilo y amino del quitosano, y los grupos amino del
farmaco CLX (Khan, Mujahid, Gul, & Hussain, 2019; Ortega, 2017). Los picos 3349.5
cm? y 3274.2 cm se desplazaron a 3302.3 cm™ y 3189.2 cm™ respectivamente.
Mientras que el pico ubicado a 3302.3 cm™ le corresponde a la frecuencia de
estiramiento vibracional de N-H de la aminas primarias (Ortega, 2017) y O-H
presentes en el quitosano; la vibracion de estiramiento debido al doble enlace del grupo
C=0 de la amida en la pelicula biopolimérica se desplaz6 a 1631 cm™. De la misma

manera, el pico debido a la flexion del N-H se desplaz6 de 1549.7 cm™ a 1576.9 cm™.

Tabla 15. Bandas y picos caracteristicos en el espectro FTIR-ATR de la pelicula
polimérica cargada con CLX 0.12%.

Tipo de Vibracion NUmero de onda (cm™)
Estiramiento N-H / -OH 3302.3, 3189.2
Estiramiento asimétrico del CH2/ C-H del alqueno 297
aromatico
Estiramiento simétrico del CH: 2850
Estiramiento del C=0 de la amida / C=N biguanida 1631
Flexion N-H de la amina / Flexion aromatica C=C 1576.9
Estiramiento P=0 1202.1
Estiramiento R-O-P-O / Vibracion Ar-Cl 1089
Estiramiento P-O / Vibracion CH del Ar 887.1
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Figura 34. Espectro FTIR-ATR de la pelicula biopolimérica con CLX 0.12%.

43.4.2.  Andlisis termogravimétrico: TGAy DTG

Una caracteristica importante del quitosano es la presencia de grupos polares
en su estructura quimica, ademas las moléculas de agua se absorben en el biopolimero
durante la formacion de los puentes de hidrégeno (Mukherjee et al., 2018). La Figura
35 muestra el termograma de la pelicula Blanco donde se aprecian dos etapas en que
se pierde masa significativamente. La primera pérdida mésica se observa entre 35-150
°C y esta se debe a la evaporacion de la humedad, es decir, a la pérdida de moléculas
de agua unidas al quitosano (Safdar et al., 2019; Tripathi, Mehrotra, & Dutta, 2009),
este primera variacion de masa equivale a 8.5%. Finalmente, la siguiente pérdida

considerable de masa es de 41.4% y se da aproximadamente entre 200-400 °C debido
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a la degradacién de la pelicula de quitosano (eliminacion de compuestos volatiles

(Mukherjee et al., 2018) y ruptura de enlaces glicosidicos (Moeini et al., 2018)).
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Figura 35. TGA y DTG de la pelicula polimérica Blanco (sin CLX).

Por otro lado, el termograma correspondiente a la Clorhexidina en estado
solido (Figura 36) presenta tres eventos de pérdida de masa (Boaro et al., 2019; Gooch,
Johnston, & Johnston, 2008), por un lado la curva TGA muestra alta estabilidad en el
rango de 35 a 170 °C seguida de un proceso de descomposicién (Cortés, Sinisterra,
Avila-Campos, Tortamano, & Rocha, 2001) que va de 170 a 250 °C donde se pierde
un 26.8% de la masa. Mientras que, en el rango de temperatura de 250-350 °C la
pérdida de masa se debe posiblemente debido al inicio de la degradacién de la

clorhexidina. Finalmente, en el rango 400-500 °C se pierde un porcentaje acumulado

de 86.7%.
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Figura 36. TGA y DTG del farmaco Clorhexidina.

Asimismo, la curva TGA de la pelicula de quitosano cargada con CLX 0.12%
(ver Figura 37) muestra pérdida de masa en solo dos rangos de temperatura de manera
similar al comportamiento del blanco, posiblemente dado que la cantidad de farmaco
en comparacién con la del biopolimero es notoriamente inferior. En la primera etapa
de 35 a 180 °C, la pérdida de masa de 7.3% Y esta corresponde a la evaporacion del
agua presente en el film, mientras que en la segunda etapa, el 43.6% de masa es perdida
de 200 a 400 °C correspondiente a la descomposicion (Ambrogi et al., 2017) y
oxidacion del farmaco CLX residual (Onnainty et al., 2016). Sin embargo, esta Gltima
pérdida de masa ocurre a una temperatura ligeramente superior, desplazamiento de

236 °C en la pelicula blanco a 240 °C en la pelicula cargada. Lo que podria deberse a
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un mayor ordenamiento como consecuencia de la interaccion existente entre el

quitosano y la clorhexidina, confiriéndole un poco més de estabilidad al film cargado.
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Figura 37. TGAy DTG de la pelicula polimérica cargada con CLX 0.12%.

4.3.4.3.  Andlisis termogravimétrico: TGAy DSC
En la Figura 38 se muestra el termograma TGA y DSC del Blanco. La pelicula
sin farmaco presenta un pico exotérmico a 238.5 °C donde se inicia la descomposicion
térmica del quitosano y usualmente se considera como punto de fusion del film
polimérico (Tripathi et al., 2009; Wu et al., 2019). El pico endotérmico a 127.5 °C se
le atribuye a la pérdida de agua, energia requerida para evaporar el agua presente en el

film (Wu et al., 2019).
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Figura 38. TGA y DSC de la pelicula polimérica Blanco.

De la misma manera, en la Figura 39 se muestra el gréfico obtenido del anélisis
termogravimétrico del farmaco CLX puro en estado s6lido empleado para la
preparacion de las peliculas cargadas. En este caso, el pico endotérmico agudo
caracteristico del farmaco CLX ubicado a 130 °C corresponde a su punto de fusion

(Auda et al., 2017; Balasankar Meera Priyadarshini et al., 2017).

Finalmente, la Figura 40 muestra el resultado obtenido al analizar la pelicula
polimérica cargada con el farmaco (CLX al 0.12%). A simple vista, el grafico se
asemeja al blanco, mostrando los picos (endotérmico y exotérmico) ligeramente
desplazados a la derecha. Haciendo una comparacion entre las curvas DSC del blanco

y la pelicula cargada se observa un pequefio desplazamiento de sus picos principales,
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uno de 127.5 a 127.7 °C y el otro de 238.5 a 243.8 °C, esto puede deberse a la
incorporacion del farmaco a la matriz (Safdar et al., 2019) mediante interacciones
electrostaticas puente de hidrogeno presentes entre los grupos NH2 y OH del quitosano

y los NH del farmaco (Khan et al., 2019).
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Figura 39. TGA y DSC del farmaco Clorhexidina.
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Figura 40. TGA y DSC de la pelicula polimérica cargada con CLX 0.12%.

4.3.4.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 41 se pueden apreciar las peliculas preparadas de CHT-TPP y
CHT-TPP-CLX una vez secas y cortadas a 2cm x 2cm, donde es posible notar que la
pelicula Blanco es transparente y presenta una superficie mas lisa que refleja la luz
incidente en comparacién a la pelicula cargada con el farmaco clorhexidina 0.12% que
se ve opaca y mate. Estas diferencias en la apariencia pueden evidenciar el éxito del

proceso de cargado.
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Figura 41. (a) Pelicula CHT-TPP (blanco sin farmaco) seca y reticulada. (b)

Pelicula CHT-TPP-CLX seca y reticulada.

Por otro lado, la imagen SEM de la pelicula denominada Blanco (ver Figura
42), muestra una apariencia uniforme y lisa que coincide con el aspecto de la pelicula
preparada. Esta observacion podria indicar que la caracteristica plana y homogénea en
la morfologia de la pelicula se debe al entrecruzamiento electrostatico entre el CHT y
TPP. La interaccion puente de hidrogeno entre la superficie de la pelicula de quitosano
con el tripolifosfato de sodio, interacciones entre los grupos amino del biopolimero y
el oxigeno del grupo fosfato perteneciente al entrecruzante, es practicamente
homogénea (no presenta imperfecciones o irregularidades superficiales en los films)

(Carlos Salazar, 2013).

Sin embargo, las imagenes SEM restantes (Figuras 43, 44 y 45) presentaron
rugosidades que también se manifiestan en el aspecto del film al mostrarlo sin brillo y

opaco. La apariencia granular de las peliculas cargadas es una posible consecuencia
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de la cristalizacion del fa&rmaco, ocasionando la formacion de poros profundos en la
superficie durante el proceso de cargado, esto se asemejaria mas a una matriz

heterogénea.

Asimismo, en las peliculas CHT-TPP-CLX cargadas con farmaco a diferentes
concentraciones (0.08%, 0.12% y 0.16%) se observan superficies irregulares con
presencia de aglomerados, lo cual podria ser consecuencia de la repulsion de cargas
entre el farmaco y la matriz polimérica, dado que el quitosano es un biopolimero
cationico con grupos NHs" y el farmaco CLX, a su vez, es una biguanida bicationica
que también tiene grupos NHs" en su estructura (Ortega, 2017). Las imagenes de las
peliculas preparadas muestran al farmaco CLX con una apariencia granular y también
se encuentra en forma de hojuelas. Las protuberancias de diferentes tamafios y formas
que se observan son posiblemente originadas en el proceso de cargado dado que estas
rugosidades se incrementan conforme lo hace el porcentaje de CLX en su
composicion, a consecuencia de la interaccion electrostatica ocurrida principalmente
entre los grupos amino protonados del CHT vy la densidad de carga negativa presente

la estructura del farmaco CLX.
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Figura 43. SEM de la pelicula de CHT-TPP-CLX al 0.08%.
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Figura 45. SEM de la pelicula de CHT-TPP-CLX al 0.16%.
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4.4. Ensayo microbiolégico: método de difusién en agar (Bauer-Kirby)

Para este estudio, los ensayos microbioldgicos fueron realizados por triplicado
(las Figuras 46 y 47 muestran las placas A, B y C) obteniendo resultados coherentes
entre si. Asimismo, todas las pruebas se llevaron a cabo cerca de un mechero Bunsen
con la finalidad de asegurar la asepticidad del ambiente de trabajo. Las zonas de
inhibicion formadas alrededor de los discos biopoliméricos de la Tabla 16 (¢ = 6 mm),
fueron medidas después del periodo de incubacion usando luz reflejada. El diametro
de cada zona de inhibicién (circunferencia formada alrededor del disco), se midié
siguiendo una linea recta entre los alrededores del halo de inhibicion (donde se reduce
la densidad fungica) pasando a través del centro del disco y se realiz6 tomando el

promedio de tres puntos aleatorios (Kloster et al., 2018; Tapia Castafieda, 2019).

Tabla 16. Especificaciones técnicas de las peliculas del estudio microbiol6gico.

Especificaciones

Nombre Descripcion ;/:elsa?:zi g:;‘ cx | Tee |, ;Aéf[:i.co
[0) [0)
(mL) (%) (%) (%)
D1 Blanco 25 - 0.1 1
D2 Film-35 35 0.12 0.1 1
D3 Film-25 25 0.12 0.1 1
D5 Film-45 45 0.12 0.1 1
D6 Disco embebido con ] ] ] 1

solucion Acido Acético

Disco embebido con
D7 solucion CLX disuelta - 0.12 - 1
en Acido Acético
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El estudio del disco D3 conteniendo el farmaco CLX al 0.12% con un volumen
de preparacion de 25 mL, mostr6 halos bien definidos indicando que la pelicula
preparada presentd actividad antiflngica significativa contra el hongo Candida
albicans. La zona de inhibicion obtenida fue de un tamarfio considerable de 22.7 mm
de didmetro en promedio, de la misma manera, ocurrioé con los discos D2 y D5 que
también mostraron inhibicién del crecimiento de la levadura, aunque estos tuvieron un
didmetro menor de 20.3 mm y 21.7 mm, respectivamente. A pesar de contar con
volimenes de preparacidn superiores, y en consecuencia mayor cantidad de farmaco
en su composicion, la accién antifangica fue 6ptima para el disco D3.

Si bien la accion antifungica del farmaco Clorhexidina ya se conoce, el anélisis
de D7 corroboré que el microorganismo C. albicans es sensible a la accién de la
clorhexidina y a su vez, evidenci6 que el medicamento fue liberado con éxito a partir
de la matriz biopolimérica utilizada hacia el medio inoculado con el hongo. En
contraste, la pelicula polimérica D1 sin fa&rmaco en su composicion (blanco), no fue
capaz de inhibir por si misma el crecimiento de la levadura Candida, este disco no
gener6 un halo de diametro considerable. Por otro lado, un resultado similar se obtuvo
con D6 (disco embebido en solucién de &cido acético), demostrando asi que la solucién
de &cido acético 1% que es utilizada para la disolucion del farmaco no presenta
actividad antifungica por si sola.

Cabe mencionar que el tamafio del halo de inhibicion depende principalmente
de la capacidad de difusion del farmaco probado en el medio de agar inoculado
(Estrada-Villegas, Del Rio-De Vicente, Argueta-Figueroa, & Gonzalez-Perez, 2020).

Los diametros obtenidos y sus promedios se muestran a detalle en la Tabla 17.
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Figura 46. Actividad antimicrobial de las peliculas de CHT preparadas contra el
hongo Candida albicans (por triplicado) para los discos D1, D2 y D3.
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.

Figura 47. Actividad antimicrobial de las peliculas de CHT preparadas contra el

hongo Candida albicans (por triplicado) para los discos D5, D6 y D7.
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Tabla 17. Diametros de los halos de inhibicion obtenidos por el método difusion

en agar de Bauer-Kirby.

Diametro (mm)
Disco Placa “A” | Placa “B” | Placa “C” | Promedio
D1 8 8 7 7.7
D2 20 20 21 20.3
D3 23 22 23 22.7
D5 22 22 21 21.7
D6 7 6 7 6.7
D7 21 21 20 20.6
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron con éxito las peliculas preparadas a base del biopolimero

quitosano, reticuladas con tripolifosfato de sodio, usando glicerina como plastificante,

y cargadas con el farmaco clorhexidina a manera de sistema de liberacion. Se probd la

eficacia de esta como fungicida frente al hongo Candida albicans.

La caracterizacion del quitosano empleado en este estudio abarcd la
determinacion de su grado de desacetilacién de 71.04% usando el método de
valoracion conductimétrica, y la determinacion de su peso molecular de 698.13
kDa se realiz6 por el método de la viscosimetria.

Se prepararon peliculas de quitosano al 1% wi/v cargadas con clorhexidina
0.12% utilizando glicerina al 10% v/v a modo de plastificante y estas fueron
reticuladas con tripolifosfato de sodio 0.1% wi/v. Para la preparacién de los
films se empled el método casting usando placas Petri de acrilico como molde
y el secado se llevé a cabo a 37 °C.

Se caracterizaron las peliculas biopoliméricas cargadas con farmaco mediante
el uso de métodos instrumentales. La técnica FTIR mostré picos y bandas

caracteristicos que confirmaron la presencia del farmaco en la matriz
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biopolimérica, los estudios termogravimétricos TGA y DSC mostraron
pérdidas de masa en temperaturas correspondientes a la pérdida de aguay a la
degradacidn propia del quitosano y del farmaco. Mientras que, un estudio de
su morfologia usando SEM evidencio cambios en la superficie de la pelicula
cargada con respecto al blanco sin farmaco.

Se determind que el estudio del grado de hinchamiento presentd una cinética
que sigue un comportamiento de segundo orden, es decir, la cinética se explica
con la relajacion de las cadenas biopoliméricas.

La liberacidn in vitro utilizando como medio de liberacion el agua desionizada,
a temperatura controlada obtuvo como resultado 80-94% de farmaco liberado
en la primera hora de exposicion al medio seleccionado. Los perfiles de
liberacion mostraron que, a mayor volumen de preparacion del film le
corresponde menor liberacién de CLX, lo que se explica considerando que una
pelicula de mayor volumen de preparacion a pesar de presentar una mayor
cantidad de CLX contenida en las peliculas de volumen 35 mL y 45 mL,
también involucra un mayor camino por recorrer para la salida del farmaco en
comparacion con el film de 25 mL. Ademas, se encontré que una mayor
cantidad de farmaco es liberado conforme la temperatura de liberacion se
incrementa, es decir, a 37 °C y 47 °C se produce un aumento en el movimiento
de las cadenas del polimero favoreciendo la liberacion, lo que no ocurre con la
misma intensidad a 27 °C. Del mismo modo, respecto al incremento en el grado
de reticulacion de los films, se hallé que la liberacion de farmaco se incrementd
en la pelicula reticulada con la solucion de tripolifosfato de potasio de menor

concentracion, esto se puede explicar debido a que las redes formadas entre el
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polimero y el entrecruzante son mayores conforme se incrementa la
concentracion de TPP, manifestandose en un impedimento de salida del
farmaco para una pelicula reticulada con TPP 0.5% que para un film reticulado
con TPP 0.1%.

Se analizaron cuatro modelos cinéticos para el estudio de liberacion siendo el
mas adecuado el modelo de Korsmeyer-Peppas. Donde se tomé como base el
coeficiente de determinacion mas elevado para la pelicula CHT-TPP-CLX, R?
de 0.97406. La constante de difusion obtenida, n = 0.37884, en el estudio
cinético del film CLX 0.12% mostré que la liberacién se produce siguiendo un
comportamiento Fickiano, indicando que su cinética de liberacion esta

predominada por la difusion.

La accidn fungicida de la pelicula de quitosano CLX 0.12% contra el hongo
Candida albicans quedo evidenciada mediante el método de difusion en agar
de Bauer-Kirby. Las pruebas realizadas mostraron un halo de inhibicion con

un diametro promedio de 22.7 mm.
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RECOMENDACIONES

Si bien este trabajo de investigacion abrié un puente entre la quimica
biopolimérica y el campo farmacéutico bucal, se recomienda continuar la basqueda de
mas formas para aprovechar las propiedades del quitosano y aplicarlas a fin de mejorar

los efectos positivos de su utilizacion ya existentes en la actualidad.

Esta tesis solo abarcd un inicio del estudio, sin embargo, para llegar a una real
aplicacion en la medicina oral ain queda un amplio camino por recorrer. Sin ir muy
lejos, el siguiente paso para complementar este trabajo de investigacién podria
involucrar el uso de saliva sintética como medio de liberacion a fin de poder observar
el comportamiento del vehiculo de liberacion biopolimérico en un entorno mas

cercano al real antes de pasar a realizar ensayos in vivo.

Otro punto por considerar en investigaciones futuras una vez conocido
comportamiento del sistema de liberacion es ajustar la concentracion de clorhexidina
de la etapa de preparacion, tal que se libere una cantidad determinada de dicho
medicamento en un tiempo previsto, esto implicaria un nivel de control superior que

podria ser de gran utilidad en su uso potencial a nivel industrial.
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