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Objetivos

. OBJETIVOS:

Siguiendo la linea de trabajo del Laboratorio de Investigacion de Biopolimeros y
Metalofarmacos (LIBIPMET) y dentro del area de sistemas de liberacion controlada de
~ farmacos basados en quitosano, en esta Tesis se ha dado un paso més en el
conocimiento del quitosano y las potenciales aplicaciones de este biopolimero en el
campo de la tecnologia farmacéutica.

Asi, el objetivo general de esta Tesis ha sido la obtencién de peliculas de quitosano para
la encapsulacion y liberacion de antocianinas.
Este objetivo general podria desglosarse en los siguientes objetivos especificos:

» Obtencion y caracterizacion de quitosano depolimerizado

> Obtencidn y caracterizacion de peliculas de quitosano depolimerizado y sin
despolimerizar

» Estudio de liberacion in vitro de peliculas de quitosano como sistema de liberacién
controlada de Antocianinas para uso topico.

» Identificar el mecanismo de liberacion de las antocianinas en estas matrices.



Resumen

RESUMEN:

En este trabajo se ha estudiado la preparacién y caracterizacion de peliculas de
quitosano (CS) reticuladas con tripolifosfato de sodio (TPP), preparadas por el método
de evaporacion del solvente. Inicialmente se estudié la depolimerizacion del quitosano
con nitrito de sodio con la finalidad de obtener menor peso molecular en el polimero
" utilizado, asi se logré obtener una reduccion de 554,22 kDa a 133,37 kDa de masa
molar. Posteriormente se prepararon y caracterizaron peliculas de quitosano reticuladas
con TPP, evidenciando la interaccién puente hidrégeno con el polianion mediante
técnicas FTIR, SEM, TG; también se realizd estudios de hinchamiento. Con el objetivo
de identificar el tipo de modelo cinético que permite explicar dicho fenémeno en estas
peliculas. Finalmente se realizo el estudio de liberacion de antocianinas en peliculas de
quitosano, y posteriormente se ajusto dichas curvas a perfiles de liberacién de modelos
matematicos, el modelo de Higuchi y al de Korsmeyer-Peppas fueron los més cercanos.
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) Introduccion
INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas de liberacién
modificada (FFLM), también llamadas de liberacién controlada, ha suscitado gran
interés en la industria farmacéutica. Se trata de dispositivos que aportan mejores pautas
posoldgicas, mejor perfil farmacocinético e incluso reduccion de efectos adversos. De
acuerdo con la Real Farmacopea Espafiola [1], las FFLM son aquéllas en las que la
velocidad y el lugar de liberacion de la sustancia o sustancias activas es diferente del de
la forma farmacéutica de liberacién convencional, administrada por la misma via. En
ellas se introducen modificaciones en la formulacion o en el proceso de produccién con
el fin de alterar la velocidad, el tiempo o el lugar de liberacién del farmaco [2]. De esta
forma se pueden alcanzar los niveles terapéuticos del fArmaco en el lugar de accién y
mantenerlos a lo largo del tiempo.

Actualmente, en la elaboracién de sistemas de liberacion controlada, se utilizan un gran
nimero de polimeros. Existen dos grandes grupos de polimeros:

Polimeros naturales, como €l colageno, la albumina o el quitosano.

Polimeros sintéticos, entre los que se distinguen: Polimeros biodegradables, como los
acidos polilactico y poliglicélico, y Polimeros no biodegradables, como los 4cidos
poliacrilicos.

La liberacion del farmaco desde una matriz polimérica puede deberse a tres tipos de
mecanismos: liberacion desde la superficie de las particulas, difusién a través de la
matriz hinchada y liberacién debido a la erosion del polimero. En la mayoria de los
casos, la liberacion se debe a mas de uno de estos mecanismos [3].

El quitosano es un polimero natural que se obtiene a partir de la quitina, uno de los
biopolimeros mas abundantes en la naturaleza. Es por ello que el quitosano es un
copolimero de 2- acetamido-2-deoxy-a-D-glucosa y 2-amino-2-deoxy-o-D-glucosa.
Algunas de las propiedades funcionales del quitosano tales como la biodegradabilidad,
biocompatibilidad, mucoadhesion, capacidad filmogénica, capacidad hemostatica,
promotor de absorcion, actividad antimicrobiana, anticolesterolémica y antioxidante [4]
han promovido su utilizacion en varios campos distintos como son agricultura, industria
y medicina.

El interés por los pigmentos antocidnicos e investigacion cientifica se han incrementado
en los ultimos afios, debido no solamente al color que confieren a los productos que las
contienen sino a su probable papel en la reduccién de las enfermedades coronarias,
cancer, diabetes; a sus efectos antiinflamatorios y mejoramiento de la agudeza visual y
comportamiento cognitivo. Por lo tanto, ademas de su papel funcional como colorantes,
las antocianinas son agentes potenciales en la obtencion de productos con valor
agregado para el consumo humano. A pesar de las ventajas que ofrecen las antocianinas
como sustitutos potenciales de los colorantes artificiales, factores como su baja
estabilidad y la falta de disponibilidad de material vegetal limitan su aplicacién
comercial [5, 6].
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1. FUNDAMENTO TEORICO
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1. SISTEMAS DE LIBERACION MODIFICADA

En las 1ltimas décadas, el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas de liberacion
modificada (FFLM), también llamadas de liberacion controlada, ha suscitado gran
interés en la industria farmacéutica. Se trata de dispositivos que aportan mejores pautas
posoldgicas, mejor perfil farmacocinético e incluso reduccion de efectos adversos. De
acuerdo con la Real Farmacopea Espafiola [1], las FFLM son aquéllas en las que la
velocidad y el lugar de liberacion de la sustancia o sustancias activas es diferente del de
la forma farmacéutica de liberacién convencional, administrada por la misma via. En
ellas se introducen modificaciones en la formulacién o en el proceso de produccion con
el fin de alterar la velocidad, el tiempo o el lugar de liberacién del farmaco [2]. De esta
forma se pueden alcanzar los niveles terapéuticos del farmaco en el lugar de acciéon y
mantenerlos a lo largo del tiempo. Como consecuencia, las FFLM presentan numerosas
ventajas con respecto a las formas farmacéuticas convencionales [7]:

e Disminucion de la frecuencia de administracion del medicamento, mejorando de esta
forma el cumplimiento del tratamiento por parte del paciente.

o Reduccidn de los efectos secundarios relacionados con dosis elevadas.
e Disminucion de la fluctuacion de niveles plasmaticos.

e Efecto terapéutico mas uniforme.

Sin embargo, también existen algunos inconvenientes, entre los que hay que destacar

[7}:

Coste elevado.

o Correlaciones in vitro/in vivo dificiles de predecir.

e Posible sobredosificacion por liberacion inmediata e incontrolada de la dosis.

e Dificultad en el ajuste de la dosificacion.

e Dependencia del tiempo de transito intestinal en las formas de administracion oral.

e Riesgo de acumulacién del farmaco y necesidad de ajuste de pautas posoldgicas.

13
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En la Tabla I.1 se resumen los principales tipos de liberacion modificada [8,9]:

Tabla I.1. Caracteristicas y ejemplos de los diferentes tipos de liberacién modificada.

Tipo de Liberaciéon Caracteristicas Ejemplos
Princi Jgales
"Prolongada o Controlada “Disefiada$ para garantizar . Comprimidos 0 parches -
- * una. llberacmn mas lenta del _ lipidicos, hidrofilicos o de

= -fff'n “ < fArmaco’ e > polimeros'insolubles, <= =~ 7 %
Retardada Retrasan la 11berac1on del Sistemas de cubierta
principio activo. entérica o formas
No prolongan el efecto farmacéuticas
_terapéutico. gastrorre‘sistentes

Modlﬁcadas ‘para garantizar,, Sistemas que pretenden.
eracion secuenc1al - ~>hgcer coincidir la hberacmn
delfarthaco. =~ - del farmaco con ciclos'
-.Normalmente presentan dos: circadianos hormonales:
. .. . fases: una inmediata y otra ;. :
e T oL Val cabo-de um tlempo PR e e
De control espacial Liberan el principio act1vo Sistemas bioadhesivos.
cuando la forma
farmacéutica alcanza su
lugar de accion.

Los sistemas de liberacion modificada también se pueden clasificar en funcion del
mecanismo por el cual se libera el principio activo. La liberacién puede ocurrir por
difusion, dlSOll.IClOI‘l presion osmética, fuerza mecamca, hinchamiento, erosion o
activacion [2]

2. POLIMEROS UTILIZADOS EN SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS

Actualmente, en la elaboracion de sistemas de liberacion controlada, se utilizan un gran
numero de polimeros. Existen dos grandes grupos de polimeros:
Polimeros naturales, como el coldgeno, la albimina o el quitosano.
Polimeros sintéticos, entre los que se distinguen:
e Polimeros biodegradables, como los 4cidos polilactico y poliglicélico.
e Polimeros no biodegradables, como los 4cidos poliacrilicos.

Tanto los materiales empleados en el desarrollo de los sistemas de liberacion asi como
sus productos de degradacion han de ser biocompatibles.
La liberacion del farmaco desde una matriz polimérica puede deberse a tres tipos de
mecanismos: liberacién desde la superficie de las particulas, difusién a través de la
matriz hinchada y liberacién debido a la erosion del polimero. En la mayoria de los
casos, la liberacion se debe a més de uno de estos mecanismos [3].
En el caso de la liberacion desde la superficie, el farmaco atrapado en la capa superficial
de las particulas se disuelve instantdneamente al entrar en contacto con el medio. Esto
provoca el llamado efecto estallido, del inglés —burst effect, que puede evitarse
utilizando agentes entrecruzantes o lavando las particulas con solventes apropiados, lo
cual puede conducir a una baja eficiencia de encapsulacion.

" La liberacién por difusién implica tres etapas. En la primera, el agua penetra en el
sistema, lo que hace que la matriz se hinche; en la segunda, el polimero cristalino se
convierte en una matriz hidratada; y en la tercera, se produce una difusién del farmaco a
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través de dicha matriz hidratada. La velocxdad global del proceso vendra determinada
por la velocidad de cada etapa. Ajustando experimentalmente las variables adecuadas se
- puede conseguir la velocidad de liberacién del farmaco idénea. Este tipo de liberacion
es tipico en hidrogeles.

En el caso de polimeros biodegradables, el principio activo puede liberarse por erosion
de la matriz en la que est4 encapsulado.

3. QUITOSANO: CARACTERISTICAS, PROPIEDADES Y APLICACIONES

El quitosano es un polimero natural que se obtiene a partir de la quitina, uno de los
biopolimeros mds abundantes en la naturaleza. La quitina forma parte de la estructura de
soporte de numerosos organismos vivos, tales como artrépodos (crusticeos e insectos),
moluscos y hongos. Se trata ademdas de un subproducto importante de varias industrias
como la pesquera y la cervecera. La quitina y el quitosano son biopolimeros que en los
ultimos afios han encontrado gran cantidad de aplicaciones, especialmente en la
industria alimentaria y en la biotecnolégica [10].

La quitina estd formada por unidades de 2-acetamido-2-deoxy-o-D-glucosa unidas por
enlaces a-(1—4). La obtenciéon de quitosano a partir de quitina se realiza por
desacetilacién de la misma, dejando libre el grupo amino del carbono 2, este proceso
nunca llega al 100% [11]. Es por ello que el quitosano es un copolimero de 2-
acetamido-2-deoxy-a-D-glucosa y 2-amino-2-deoxy-a-D-glucosa (Figura I.1).

. OH OH
_ O 0 OHO OH
N o
CHONTH 0o o, oé.k p
o= o=X o= HOM NH O
CH3 CH3 CH3 O/<CH
3

" OH OH
oo (.0 oH 5 OH
\O . o o (0]
HO NH, “HO NH, “HO NH O .
- oX HO NH, O

CHj,
Fig I.1. Estructura de la quitina (a) y del quitosano (b).

La fuente y el método de obtencion determinan la composicion de las cadenas de
quitosano y su tamafio. Por este motivo, el grado de desacetilacién y el peso molecular
promedio son dos pardametros de obligado conocimiento para la caracterizacién de este
polimero. ‘ '

Las principales- propiedades fisico-quimicas del quitosano que determinan sus
propiedades funcionales son su grado de desacetilacién y su peso molecular promedio,
aunque la cristalinidad, el contenido de agua, cenizas y proteinas también son
caracteristicas fisico-quimicas a considerar para la aplicacion de un quitosano
especifico.

El porcentaje de grupos amino que quedan libres en la molécula de quitosano es lo que
se denomina grado de desacetilacion y esté estrechamente vinculado con su solubilidad.
Como consecuencia de la hidrolisis del grupo N-acetilo, aumenta la capacidad
hidrofilica del quitosano y pasa a ser soluble en soluciones 4cidas diluidas (acético,
formico, clorhidrico, entre otros) ya que el pKa del gupo amino del quitosano es de 6,5
[12]. La protonacién de los grupos amino del quitosano en medio 4cido le confiere un
- cardcter altamente reactivo.
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El quitosano es un polimero formado por unidades repetidas de D-glucosamina, por lo
que la longitud de la cadena y, por tanto, su peso molecular, es una caracteristica
importante de la molécula.

Algunas de las propiedades funcionales del quitosano son: biodegradabilidad,
biocompatibilidad, mucoadhesion, capacidad filmogénica, hemostéitico, promotor de
absorcién, actividad antimicrobiana, anticolesterolémica y antioxidante [4]. Estas
propiedades funcionales han promovido su utilizacion en varios campos distintos como
son agricultura, industria y medicina. En agricultura, el quitosano se ha descrito como
antivirus en plantas y como aditivo en fertilizantes. Asi mismo se ha investigado como
agente quelante de metales en agricultura e industria y como agente filmogénico en
cosmética [13]. También ha sido utilizado en la industria papelera, en la textil y en el
tratamiento de aguas residuales [14]. En la industria alimentaria se puede utilizar como
ingrediente funcional y como fibra alimentaria. Ademas, tiene la capacidad de unirse a
grasas, por lo que se utiliza como agente hipocolesterolémico en productos dietéticos
[4]. Ha sido altamente utilizado en el campo de la biomedicina debido a su actividad
inmuno estimuladora, propiedades anticoagulantes, acciéon antibacteriana y antifiingica
[13] y por su accion como promotor de la cicatrizacion de heridas [16].

Debido a su carécter catidnico y a sus propiedades gelificantes y filmogénicas, el
quitosano ha sido estudiado en la industria farmacéutica por su potencial en el
desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos [17, 18]. En este sentido, hay que
destacar que el hidrocloruro de quitosano fue aprobado por las autoridades e incluido en
la cuarta edicion de la Farmacopea Europea (2002) [19].

Constituye un vehiculo para la encapsulacion del farmaco, protegiéndolo y liberandolo
de forma controlada, ademas de promover su absorcion a través del epitelio. Asi mismo,
el quitosano presenta propiedades necesarias para su uso en dicha industria, como son
su biodegradabilidad, biocompatibilidad y no toxicidad. La toxicidad del quitosano por
via oral es baja; se ha descrito una L.D50 (dosis letal para el 50% de un conjunto de
animales de prueba) de 16g/Kg en ratas [20]. El grado de desacetilacion y el peso
molecular promedio del quitosano son dos caracteristicas fisico-quimicas
fundamentales, ya que afectan a las propiedades de las formulaciones farmacéuticas
basadas en este polimero [4].

En los tdltimos afios, el estudio del quitosano se ha centrado sobre todo en mejorar la
- liberacion y la absorcion de las llamadas biomoléculas terapéuticas, como son los
farmacos proteicos [21]. Existen resultados contradictorios sobre la mayor eficiencia del
quitosano en solucion, en polvo o en forma de nanoparticulas en la liberacién ir vivo.
En general, se ha visto que la eficiencia de la absorcion de macromoléculas en mucosas
utilizando nanoparticulas de quitosano como vehiculo de encapsulacion es inferior a la
obtenida con formulaciones de quitosano en solucion o en polvo [22].
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4. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE QUITOSANO [23]

4.1.Determinacion del porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad normalmente se determina por gravimetria, para ello, se lleva
a peso constante una muestra calentada en un horno a 105 °C. En otros casos, se puede
utilizar el analisis térmico diferencial y se determina el porcentaje de agua a partir de la
pérdida de peso de la muestra a temperaturas entre 50 y 160 °C.

4.2. Determinacion del contenido total de cenizas

El contenido de cenizas es indicativo del contenido de materiales inorganicos presentes
en la muestra. Es un pardmetro muy importante al momento de evaluar las aplicaciones
de un quitosano determinado, El contenido de cenizas depende, por supuesto, de la
temperatura utilizada para la combustién de la muestra. En el caso del quitosano. El
contenido de cenizas se determina gravimétricamente a partir del residuo tras la
combustion de la muestra al menos 6 horas a 800 °C.

4.3. Determinacion el contenido de material insoluble

El contenido de material insoluble puede venir dado por la presencia de sales insolubles,
quitosano poco desacetilado, u otros contaminantes. Este contenido se determina
disolviendo el quitosano en acido acético, o su sal, en agua y, luego, filtrado. Fl peso de
particulas que quedan en el filtro nos permite determinar el porcentaje de materiales
insoluble '

4.4. Espectroscopia infrarroja

En la Figura 1.2, se muestra el espectro FTIR de una quitosano con un 30% de N
acetilacion. Se pueden apreciar las bandas caracteristicas en un espectro de IR tipico: a
3450 cm-1 (grupo -OH), a 3292 em-1 (grupo N-H), a 2 919 y 2 862 cm-1 (grupo C-H),
a 1655 cm-1 (amida I), a 1580 cm-1 (doblaje del grupo -NH2), a 1313 cm-1 (amida III),
a 1154 cm-1 (tension antisimétrica del puente C-O-C), a 1082 y 1032 cm-1 (vibraciones
del esqueleto propias de su estructura pirandsica) y 896 cm1 (tension C-H de los grupos
anoméricos)[23].El método de IR consiste en correlacionar la relacion de absorbancias
entre dos bandas de absorcion determinadas, con el tanto por ciento de acetilacion del
quitosano.
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Fig 1.2. Espectro FTIR de una muestra de quitosano. Las lineas base a y b son las
utilizadas por Baxter (ecuacion. IV.2), y las lineas base c y d son las utilizadas por
Brugnerotto.
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4.5.Determinacién del grado de N-acetilacién del quitosano

Se han desarrollado numerosos métodos para determinar el grado de N-acetilacion del
quitosano basados en diversas técnicas. Entre estas técnicas, podemos destacar la
espectroscopia de infrarrojo [24, 25], la espectroscopia de UV, la espectroscopia de
RMN, la potenciometria, y la conductimetria [26]. Otras técnicas alternativas incluyen
el andlisis elemental, el andlisis térmico, la cromatografia de HPLC y el dicroismo
circular.

Normalmente este pardmetro se designa con las siglas DA (degree acetylation), aunque
también se le puede encontrar como DA, o como grado de desacetilacién, DD
(deacetylation degree), de acuerdo con las preferencias personales de cada autor. El cual

se calcula segiin la siguiente relacion:
DD=100-DA (L1

4.5.1. Valoracién conductimétrica

Este método se basa en la elevada conductancia que presentan los iones hidrogeno e
hidroxilo en comparacion con otros. Nuevamente, una solucion de quitosana en exceso
de HCI se valora con una solucion de NaOH y se usa, en este caso, un conductimetro.

4.5.2. Espectroscopia Infrarroja

La seleccion de las bandas de absorcion involucra una sefial que depende del grado de
N-acetilacion, normalmente, una de las bandas amida y otra que sirve referencia interna
para corregir las diferencias de grosor de las peliculas o de concentracion en las pastiilas
de KBr. Por ejemplo, en el método descrito por Baxter et. al. [27], el grado de N
acetilacion se calcula por la siguiente ecuacion:
DD (%) =100 — [(A1655 / A 3450) x 100/ 1,33] — Linea base 12)
Donde A1655 y A3450 son las absorbancias correspondientes, respectivamente, a la
amida I y a la referencia [25].
El factor 1.33 se considera para una muestra de quitina completamente desacetilada,
mientras que la ecuacidn. 1.3 es una modificacién de Baxter [27]. Para muestras
parcialmente desacetiladas.
DD = 100-[(A1655 / A3450) x 115] — Linea Base 1.3)
Brugnerotto y col. Realizaron una extensiva investigacion en la que analizaron 25
muestras de quitina y quitosano de diferentes fuentes y con grados de acetilacion,
determinados por espectroscopia RMN, que iban desde 0,5% hasta 97,9%.
Tomando como banda caracteristica a la localizada a 1 320 cm™, y como referencia la
banda a 1 420 cm’, obtuvieron una correlacion lineal que viene expresada por la
siguiente relacion:
DA(%) = 31,92 x ((A1320/A1420) — 12,20; (r = 0.990) 14
En todas las determinaciones por IR, es muy importante la seleccion adecuada de las
lineas base en el célculo de la absorbencia para alcanzar buenos resultados.

4.6. Peso molecular pi'omedio del quitosano

Los métodos utilizados para determinar el peso molecular de la quitina y el quitosano
son los empleados para ese fin en cualquier compuesto macromolecular: la
viscosimetria, la dispersion de la luz y la cromatografia de permeacion de gel. [23]

Viscosimetria:
La viscosimetria es el método mds utilizado para obtener e! peso molecular del

quitosano. El método tiene la desventaja de no ser una técnica absoluta, por lo que
requiere la determinacién de las constantes mediante la correlacién de valores de
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viscosidad intrinseca con valores de pesos moleculares medidos por un método
absoluto.
Su principal ventaja radica en su sencillez. Se basa en la obtencién de la viscosidad
intrinseca [11], que esta relacionada con el peso molecular en la ecuacién de Mark-
Houwink-Sakurada:

n =KMZ (L.5)
En esta ecuacion, My es el peso molecular promedio viscosimétrico y K y a son dos
constantes que dependen de la naturaleza del polimero, del sistema disolvente utilizado
y de la temperatura. Particularmente, en el caso del quitosano, la extension del grado de
N-acetilacidn y la poli-dispersidad respecto del contenido de residuos N-acetilo deben
controlarse durante la calibraciéon por su influencia sobre el comportamiento de la
disolucion. También debe tenerse en cuenta la tendencia del quitosano a formar
agregados, que hace necesario clarificar cuidadosamente las soluciones por filtracion
y/o centrifugacion.
Para la medida de la viscosidad de un polimero en solucioén se emplean viscosimetros de
tipo capilar. En estos viscosimetros, se mide el tiempo que tarda el nivel del disolvente
o la disolucién en pasar entre dos marcas fijadas y se relaciona con la viscosidad
mediante la ecuacion de Poiseuille:

miPr4 L6

En esta ecuacion, ) es la velocidad de flujo del volumen contenido entre las dos marcas,
P es la diferencia de presion que mantiene el flujo, r es el radio del capilar, n es la
viscosidad del liquido y / la longitud del capilar.
Esta ecuacion es valida para un flujo newtoniano y laminar, siempre que la energia
potencial del liquido esté por encima del valor que presenta cuando los dos niveles del
liquido se encuentren estacionarios. Se utiliza solamente en forma de trabajo contra las
fuerzas viscosas internas y no se utiliza en impartir energia cinética al liquido.
Si se trabaja con polimeros en disolucion, las dimensiones apropiadas para el capilar
- son 12 cm de longitud y 0,4 mm de didmetro con el propésito de dar tiempos de flujo de
alrededor de 150 segundos para 2 cm® de los disolventes organicos comunes.
Para lograr una precision elevada, las medidas de viscosidad deben realizarse en un
bafio a temperatura constante regulada en + 0,02 °C.
" Replanteamos la ecuacion en forma apropiada para el célculo de la relacion de

viscosidad definida por la siguiente igualdad:
Nsolucién _ M L7

U=

Nsolvente N2 .
Se entiende que ambos valores estan tomados a la misma temperatura.

Supongamos que el volumen del liquido contenido entre las dos marcas fijas sea V y
que los tiempos de flujo para el disolvente y la disolucién sean tyy t», respectivamente.
Podemos entonces escribir lo siguiente:

V _ mPyr? (8)

-E:: T osmyl
V  nPrt
—= =2 (L9)
t,  8n,l
De manera que se llega a la siguiente igualdad:
m 4P

Nuestro tinico problema ahora es el célculo de la relacién de las presiones Py P-.
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Esto se simplifica si en cada caso estd presente la misma altura promedio de liquido, de
manera que las presiones estén en una relacién que corresponda a la relacién entre las
densidades de la solucién y el solvente n; y 12, respectivamente. Si llamamos g a la
aceleracion de la gravedad:
N2 _ thpog  tzp;
M tihpsg  tipg
Esta condicion se cumple en el viscosimetro de nivel suspendido de Ubbelohde; en el
caso del viscosimetro de Ostwald (FIG 12), solamente es cierta si se emplean los
mismos volumenes de disolvente y disolucion. Para disoluciones diluidas, n; y 2 son
practicamente idénticas y, asi, podemos escribir la siguiente igualdad:
Nz _ L (1.12)
LI *
La variacion de la relacion de viscosidad con la concentracion de polimero disuelto
puede expresarse como una serie de potencias de la concentracion de la siguiente
manera:

(1.11)

D2 14 ncke+ .., (L13)

L3
En esta ecuacion, [n] y k son constantes. Ella muestra, simplemente, que, para

concentracion cero, la relacion de viscosidad es la unidad y que, a mayores
concentraciones, esta cantidad aumenta de forma parabdlica con el incremento de c, el
cuarto término en la expresion no se hace importante hasta que se alcancen altos valores
dec.

Si centramos nuestra atencion en disoluciones diluidas, de manera que solamente se
necesiten considerar los tres primeros términos de la expresion anterior, la dltima

ecuacién puede reordenarse de la siguiente forma:

MN2— M
—_—— = + kc 1.14
e n (1.14)

Si representamos en una grafica el término de la izquierda frente a c, obtenemos una

N2— My

linea recta de pendiente k y ordenada en el origen [1]. La cantidad: se denomina

M1C
~ indice de viscosidad y la cantidad [n] se denomina indice de viscosidad limite o
viscosidad intrinseca.

Otro factor que puede influir en las discrepancias entre los valores reportados para un
"mismo disolvente es el uso de muestras con distribuciones de pesos moleculares
desconocidas o muy amplias. En este sentido, las constantes dadas por Rinaudo y col.
podrian ser bastante realistas, ya que utilizaron en la calibracion del método la
cromatografia de exclusién por tamaifios y, por lo tanto, un gran nimero de fracciones
monodispersas.

En consecuencia, para evitar ambigiiedades, siempre que se reporte el peso molecular
promedio viscosimétrico de una muestra de quitosano es imprescindible declarar el
disolvente utilizado, la temperatura y la referencia a partir de la que se tomaron los
valores de las constantes viscosimétricas.
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5. DEGRADACION DE POLIMEROS

El término degradacion de polimeros se refiere a los procesos inducidos por luz solar,
calor y otros agentes atmosféricos que conducen a una modificacién de la estructura del
polimero.

Un polimero puede tener diversos cambios fisicos o quimicos:

a.- Fisicos: decoloracion, pérdida de brillo superficial, formacién de grietas, superficies
untuosas; erosion superficial y pérdida de propiedades como resistencia a la traccion-
deformacion

b.- Quimicos: rotura de cadenas, cambios en sustituyentes laterales, reacciones de
entrecruzamiento, etc.

Cada agente externo que conduce a la degradacién del polimero da lugar a un
mecanismo diferente de degradacion (y modifica la estructura del polimero).

Tabla L.2. Agentes externos que provocan distintos tipos de degradacion.

Agente Externo Tipo de Degradaciéon

| Luz solar i Fotodepradacion ~ - . |
Calor Degradacion térmica

| Agentes'atmosféricos - Degradacion oxidativa_ |
Humedad Degradacion hidrolitica

| Hongos y microorganismos * Biodegradacion =~ ]

Luz + oxigeno 3 Fotodegradacion oxidativa

{‘Calor +oxigeno = . Degradacién termoxidativa- |
Luz + humedad Degradacion fotohidrolitica

Los polimeros estan expuestos a acciones simultaneas de diversos agentes (tres Gltimas
filas), y ante la buena respuesta a estas condiciones adversas, su uso se ha generalizado
a aquellas actividades o aplicaciones desarrolladas a la intemperie.

5.1.Tipos de degradacion

5.1.1. Fotodegradacion

Las reacciones promovidas por la accién de la luz pueden ser fotoliticas o fotoquimicas.
Las primeras estan provocadas por la accién exclusiva de la luz, mientras que las
segundas se deben a la accion combinada de ésta con algiin otro agente, como por
ejemplo el O, (fotooxidacion) o la humedad [28].

Aunque gran parte de la radiacion solar es absorbida por la atmésfera, la comprendida
entre los 280 y 400 nm alcanza la superficie terrestre (UV). Puesto que la energia de
esta radiacion va de 72 a 100 Kcal, es suficiente para producir la rotura de los enlaces
covalentes y ocasionar el amarilleo y fragilidad de los polimeros organicos. El
polietileno, PVC, poliestireno, los poliésteres y el propileno se degradan cuando se
someten a longitudes de onda de 300, 310, 319, 325 y 370 nm, respectivamente. Asi, la
mayoria de estos polimeros se fabrican con una gran cantidad de aditivos para evitar la
descomposicion por fotodegradacion. Entre los factores que determinan el
comportamiento polimérico bajo irradiacién, se encuentran: la fabricacién o procesado,
tipo de catalizador, presencia de grupos carbonilo, hidroperéxido e instauraciones,
morfologia y propiedades del material, y la cristalinidad. En polimeros semicristalinos,
la escision de cadenas se produce en la zona amorfa, lo que conduce a una
reestructuracion del material, con aumento de la fase cristalina y de grietas superficiales.

21



Fundamento Tedrico

La combinaciéon de escisiones de cadena y acumulacion de esfuerzos favorece la
propagacién de grietas que conducen a la fragilidad del polimero.

5.1.2. Degradacion Térmica

El calor conlleva a la ruptura hemolitica de los enlaces covalentes de la cadena o de los
grupos laterales, provocada por el aumento de la temperatura. Tras la ruptura del enlace,
las reacciones que se dan dependen de la actividad de cada radical (como es obvio, a
mas temperatura, mayor es la degradacion.

Las reacciones de termodescomposicion o degradacion térmica se pueden producir en
ausencia de oxigeno (pirélisis) o en presencia de éste (termo-oxidacion). La tendencia
de los polimeros a experimentar reacciones de tipo pirolitico tiene relacion con las
energias de enlace asociadas a su composicion quimica y para que ocurran e€s necesario
alcanzar niveles de temperatura relativamente elevados, tal es el caso del.
Poli(carbonato) (PC) (~425°C), copolimero poli(etileno/polipropileno) (~415°C),
poli(etilentereftalato) (PET) (~390°C), poli(estireno) (PS) (~375°C), poli(metacrilato de
metilo) (PMMA) (~320°C), poli(acetato de vinilo) (PVAc) (~310°C). Por tanto, en estos
casos las reacciones de tipo pirolitico no son significativas, puesto que durante su
procesado no se alcanzan valores tan altos[29].

Sees
QU QY

Fig L.3. Reaccion de termodescomposicon al azar del poliestireno (PS)[29].

Calor
_—

Ruptura al azar

5.1.3.'Degradaci6n Oxidativa

Iniciacién

Los gases atmosféricos pueden provocar cambios
quimicos. Dentro de estos destaca la accién del
oxigeno en combinacién con la temperatura
(termo-oxidacion) o con la luz (fotooxidacion).

Los procesos de oxidacion de los polimeros siguen
un mecanismo en etapas de tipo radicélico. La
primera etapa (iniciacién) es promovida por una
fuente de energia (térmica o radiante). Los
radicales libres asi formados experimentan
sucesivos procesos de oxidacién en la etapa de
propagacion; como consecuencia, se forman
peroxidos e hidroperoxidos, ambos inestables.
Finalmente, en la etapa de terminacidn, estas
especies quimicas reaccionan entre si y dan lugar a
productos estables.

“Y'\ Calor/Luz
R—H —— R-+-H

Propagacion
R-+ O, —™=ROO-
P
R-+ R—H{ —» ROOH + R-

ROOH —»RO- +-OH

Terminacion

R-+ R- ou

Productos
R- + ROO-

Estables

ROO- + ROO-

Fig L.4. Mecanismo general de las reacciones de
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Conviene sefialar que cuando el radical peréxido (—O-O-) o hidroperéxido (—O-OH) se
forma a partir de un C  terciario, se pueden generar  grupos
cromoforos como, por ejemplo, el grupo carbonilo (C=0), que son responsables del
amarillamiento del polimero.

5.1.4. Degradacién Hidrolitica

Estas reacciones afectan a los polimeros obtenidos mediante un proceso de polimerizacién por
condensacion, en el que ademas del polimero se forman otros productos de pequefio tamafio
(normalmente agua). El proceso inverso a esta reaccion se conoce como hidrdlisis. Para su
desarrollo es necesaria la presencia de agua y, ademds, que el medio sea 4cido (hidrélisis
acida) o basico (hidrélisis basica).

Por tanto, para que este tipo de degradacién polimérica tenga lugar, es necesario que en la
cadena principal del polimero o en sus ramificaciones existan grupos hidrolizables; tal es el
caso de poliésteres, poliamidas y PVAc. En este ultimo, los grupos hidrolizables estan en las
cadenas laterales o ramificaciones. Hay que sefialar, que este tipo de proceso no es
significativo a temperatura ambiente y pH neutro.

6. PELICULAS DE QUITOSANO

El caricter filmogénico del quitosano dio lugar a una de las primeras aplicaciones
investigadas de este polimero natural. Es posible formar peliculas de quitosano con buenas
propiedades fisicas y mecénicas a partir de sus disoluciones en acidos diluidos [30], tales
como férmico, acético o propidnico [31]. Las propiedades filmogénicas del quitosano se
deben a la formacién de enlaces de hidrégeno intermoleculares entre los grupos amino e
hidroxilo de sus cadenas. A pH &acido estos enlaces de hidrogeno se disocian debido a la
protonacién de los grupos amino y se produce un rapido hinchamiento de la pelicula.
Muzzarelli plante6 por primera vez en 1974 dos metodologias generales de trabajo para
obtener peliculas de quitosano; la primera es mediante la evaporacion del acido empleado en
la solucién de quitosano (método de evaporacién de solvente), y la segunda se basa en la
preparacion directa de quitosano a partir de la pelicula quitinosa de la jibia (molusco
cefalépodo). Este dltimo método [32] no result6 eficiente, pues las propiedades mecanicas de
las peliculas obtenidas no fueron las idoneas, por lo cual no es utilizado en la actualidad.

Las posibles aplicaciones de las peliculas de quitosano se extienden a la medicina, la industria
fotografica, la alimentacion y la cosmética [33, 34]. En el campo de la farmacia, las peliculas
de quitosano se han empleado para el recubrimiento de comprimidos [35] y como sistemas de
liberacion controlada de farmacos [36].

El uso de peliculas de quitosano para el tratamiento de heridas cutineas presenta un gran
interés puesto que se puede administrar el firmaco de forma localizada y sostenida en el sitio
de accion. Se trata de un sistema ventajoso con respecto al uso de cremas, ya que éstas deben
ser aplicadas continuamente y son eliminadas con facilidad. Se ha descrito en la bibliografia
el uso de peliculas de quitosano para el vendaje de heridas cutineas y peliculas con
minociclina para el tratamiento de quemaduras en ratas [37].

Las peliculas de quitosano resultan efectivas porque protegen la herida, absorben el exudado,
tienen accidn antibacteriana [38, 39] y favorecen la cicatrizacion de heridas al estimular la
proliferacion de fibroblastos [40, 41]. Por otro lado, también se han realizado estudios de
citotoxicidad del quitosano en células cutdneas como queratinocitos y fibroblastos, estudios
importantes para este tipo de aplicacion, y se ha comprobado que no presenta citotoxicidad in
vitro [42].
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El cardcter hemostatico del quitdsano ha promovido su utilizaciéon en parches y vendajes
hemostaticos [43]. Prueba de ellos es la comercializacion de varios productos de este tipo a
base de quitosano por parte de la empresa HemCon Medical Technologies INC (Oregon,
EEUU).

6.1 Hinchamiento de las peliculas de quitosano

La hidratacién de los polimeros es uno de los factores que influyen en la liberacién de
principios activos a través de matrices poliméricas. La hidrofilicidad en los polimeros esta
dada por el grado de hinchamiento, el cual se calcula a partir de la relaciéon entre el volumen
de gel hinchado y el volumen de gel seco. Durante el proceso de hinchamiento se produce la
incorporacién del liquido en el interior de la matriz, producto de la diferencia de potencial
quimico del disolvente dentro y fuera de ella, provocando una dilatacién de la misma. Al
proceso de dilatacion se opone una fuerza elastica-retractil, la cual se opone a la penetracion
del solvente [44]. El equilibrio de hinchamiento se alcanza cuando se igualan la fuerza de
hinchamiento y la fuerza elastica-retractil.
En los hidrogeles iénicos, la presencia de grupos cargados confiere caracteristicas nicas al
hinchamiento. Dichas caracteristicas dependen del pH y la fuerza idnica del
medio. Peppas y Khare [45] determinaron como factores clave que afectan el hinchamiento:

e Grado de ionizacion.

e Equilibrio de ionizacion.

e Naturaleza de los contraiones.
El modelo mas comilin para estudiar la difusion es el propuesto en las leyes de Fick. En la
primera ley se define que, en estado de equilibrio, €l flujo del penetrante es proporcional al
gradiente de concentracion [45]:

J=-D(dc/dx)  (1L15)

donde J representa el nimero de moléculas de sustancia por segundo y por unidad de
superficie perpendicular a la direccion de flujo, D es el coeficiente de difusion, y dc/dx es el
gradiente de concentracion.

Existen otros modelos de cinéticas que describen el comportamiento del hinchamiento en los
polimeros. Un ejemplo de los mismos es el planteado por Schott [46], donde se estudia la
cinética de hinchamiento en peliculas de gelatina y celulosa. El autor llega a una ecuacion
empirica que ajusta los valores obtenidos para todo el proceso de hinchamiento. Dicha
. ecuacion es:

t —
~=A+Bt (1.16)

donde W representa el hinchamiento a un tiempo f#, 4 es la ordenada en el origen y B es el
inverso del hinchamiento méximo. El hinchamiento se calcula por la ecuacion [47]:

_ M-M,
W= e L17)

donde M es el peso de la pelicula a un tiempo ¢y Moes el peso de la pelicula antes del
proceso de hinchamiento.
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~ Para tiempos grandes Bt >>A, la pendiente B se define como el inverso del hinchamiento

‘s 1 . . .
- Maximo el mientras que para tiempos cortos Bt se puede despreciar y en este caso A es el
0

~ reciproco de la velocidad inicial de hinchamiento A = dvlv :

dt ¢
A diferencia del comportamiento Fickiano, en que el hinchamiento est4 controlado por la
difusién, en el modelo de Schott el hinchamiento estd controlado por la relajacién de las
cadenas.

Al representar los valores de v_tv en funcién de t, Schott demostré6 que el proceso de

hinchamiento de estos materiales respondia a una cinética de segundo orden respecto al
hinchamiento remanente, representada por la siguiente ecuacion:

T =KW, -W2  (L18)

donde W, es el hinchamiento a tiempo infinito, W el hinchamiento a tiempo ¢ y K la constante
del sistema. El proceso completo de transporte en una matriz polimérica depende
principalmente de dos factores, los cuales estdn gobernados por una amplia variedad de
elementos relacionados con la composicion y las condiciones experimentales. Uno de ellos es
la movilidad segmental de las cadenas poliméricas y el otro esté relacionado con la estructura
y morfologia del polimero. En cuanto al primer factor, el movimiento difusivo depende de la
movilidad relativa de las moléculas del penetrante y de los segmentos de la cadena
polimérica, su tamafio, concentracidn, la interaccion de los componentes, la temperatura y
otros factores que afectan la movilidad segmental del polimero [44]. La estructura de la red
polimérica es un parametro determinante cuando se describe el transporte a través de las
peliculas, ya que la magnitud del espacio entre las cadenas poliméricas va a determinar c6mo
se produce dicho transporte.

7. AGENTES ENTRECRUZANTES

Los sistemas de liberacion a base polimeros biodegradables necesitan ser entrecruzados para
modular sus propiedades y mantener la estabilidad de la matriz y asi cumplir el objetivo de
liberar el farmaco a lo largo del tiempo deseado. El quitosano, como se ha comentado, se
disuelve en condiciones acidas, lo que limita su aplicacién como sistema de liberacion. El
entrecruzamiento puede reducir la solubilidad del quitosano en solventes acuosos, aumentar
su resistencia a la degradacién quimica o biolégica y ayudar a controlar la liberacion de
principios activos desde la matriz formada. El glutaraldehido es un agente entrecruzante muy
- utilizado, pero su capacidad de transformacion en especies reactivas toxicas ha promovido la
busqueda de otros agentes y procedimientos de entrecruzamiento mas seguros, como son el
tripolifosfato sodico y otros [48].

Tripolifosfato sodico

El tripolifosfato sédico (TPP) es un agente entrecruzante no toxico, reconocido como GRAS
(general recognized as safe) por la FDA (Food and drug administration), que es capaz de
formar geles al unirse con el quitosano por interaccion iénica.

Desde que Bodmeier et al. (1989) [49] describiesen la preparacién de complejos
quitosano/TPP, la formacién de complejos entre estas moléculas con cargas opuestas para
obtener formulaciones que controlan la liberacion de farmacos ha ganado interés puesto que
se trata de un proceso muy simple.

Concretamente, la formulaciéon de micro y nanoparticulas por interaccion idnica entre el
quitosano y el tripolifosfato sodico es muy comiin porque implica la mezcla de dos fases
acuosas a temperatura ambiente sin el uso de solventes organicos.
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La reaccién que se produce entre el quitosano y el TPP ha sido descrita en la bibliografia [50,
51]. El TPP (NasP30O10) disuelto en agua se disocia en iones tripolifosféricos y en OH-y la
solucion resultante tiene pH 9. Los pKadel TPP son: pKi=1, pK2=2, pK3=2,79, pK4=6,47 y
pK5=9,24 [52]. Los aniones procedentes del TPP (P3010*, HP3010+y H2P3010*) coexisten en
solucién acuosa en funcién del pH.

Dependiendo del valor de éste, predominaran unos u otros y de ello dependera el tipo de
interaccién que ocurra entre el TPP y el quitosano. Cuando el TPP se disuelve en agua, con
pH 9, se disocia en iones P3010* y, éste a su vez en HP3O10* y en iones OH-. Al afiadir la
solucion de este agente entrecruzante (pH 9) a una solucién de quitosano (pH 4cido), los iones
P3010*y HP3010* compiten con los OH: por reaccionar con los grupos NH3*del quitosano por
entrecruzamiento i6nico, en el caso de los iones tripolifosféricos o por desprotonacion, en el
~caso de los OH-

A pH 9 de la disolucion de TPP, por tanto, habrd grupos aminos neutralizados por los grupos
hidroxilo y grupos amino entrecruzados iénicamente. Sin embargo, si el pH del TPP es
ajustado a un pH dcido, s6lo existirdn iones tripolifosféricos. El tipo de iones tripolifosforicos
y su proporcion vendran dados por el pH de la solucion. En este caso, el complejo quitosano-
TPP se forma exclusivamente por entrecruzamiento idnico entre los grupos NHs" y los
aniones de TPP.

Close to

neutrality
122:4 decreV
pH increase

Fig 1.5. Sensibilidad de la hinchazén de una reticulacién i6nica de un hidrogel de quitosano
conteniendo una molécula i6nica como reticulante: O reticulante iénico cargado; O reticulante

i6nico descargado, + , carga positiva del quitosano,(__ ), interaccién idnica, e,
quitosanof53].
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8. COMPUESTO DE CARGADO: ANTOCTANINAS

* Las antocianinas representan el grupo m4s importante de pigmentos hidrosolubles detectables
en la regién visible por el ojo humano [54]. Estos pigmentos son responsables de la gama de

. colores que abarcan desde el rojo hasta el azul en varias frutas, vegetales y cereales,

acumulados en las vacuolas de la célula [55]. Las antocianinas poseen diferentes funciones en
la planta como son la atraccién de polinizadores para la posterior dispersion de semillas y la
proteccion de la planta contra los efectos de la radiacién ultravioleta y contra .la
contaminacién viral y microbiana.

El interés por los pigmentos antocianicos e investigacion cientifica se han incrementado en los
altimos afios, debido no solamente al color que confieren a los productos que las contienen
sino a su probable papel en la reduccioén de las enfermedades coronarias, cancer, diabetes; a
sus efectos antiinflamatorios y mejoramiento de la agudeza visual y comportamiento
cognitivo. Por lo tanto, ademas de su papel funcional como colorantes, las antocianinas son
agentes potenciales en la obtencién de productos con valor agregado para el consumo
humano. A pesar de las ventajas que ofrecen las antocianinas como sustitutos potenciales de
los colorantes artificiales, factores como su baja estabilidad y la falta de disponibilidad de
material vegetal limitan su aplicacion comercial [6,7].

8.1. Estructura de las Antocianinas y Color

Las antocianinas son glucdsidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de los
flavonoides, compuestos por dos anillos aromdticos A y B unidos por una cadena de tres
carbonos. Variaciones estructurales del anillo B resultan en seis antocianidinas conocidas

(Figura L.6).

Fig L.6. Estructura de las Antocianinas [47].

Tabla L.3. Sustituyentes de las Antocianinas.
Aglicona Substitucion Amax(nm)
b o RI - R2;  Espectro visible |
Pelargonidina H H 494 (naranja)

[ _Cianidina: . OH  H. - 506 (naranja‘rojo) ]
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)

[ Peonidina®  OCH3;' H' - 506 (naranja-rojo) |
Petunidina OCH; OH 508 (azul-rojo)

| “"Malvidina. -~ OCH; . OCH3- ~510-(azul-rojo) |

El color.de las antocianinas depende del numero y orientacion de los grupos hidroxilo y
metoxilo de la molécula. Incrementos en la hidroxilacién producen desplazamientos hacia
tonalidades azules mientras que incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones
rojas.

En la naturaleza, las antocianinas siempre presentan sustituciones glicosidicas en las
posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos que incrementan su solubilidad. Dentro de los
sacaridos glicosilantes se encuentran la glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa,
rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa. Otra posible variacién en la estructura es la
acilacién de los residuos de azticares de la molécula con écidos orgéanicos. Los acidos
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organicos pueden ser alifaticos, tales como: malénico, acético, malico, succinico u oxalico; o
aromaticos: p-coumdrico, caféico, feralico, sindpico, galico, o p-hidroxibenzoico. Stintzing et
al., 2002, demostraron que el tipo de sustitucion glicosidica y de acilacién producen efectos
en el tono de las antocianinas; es asi como sustituciones glicosidicas en la posicion 5 al igual
que acilaciones arométicas, producen un desplazamiento hacia las tonalidades purpura.

8.2.Factores quimicos que determinan el color y la estabilidad de las Antocianinas

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos de los colorantes
artificiales, su incorporacion a matrices alimenticias o productos farmacéuticos y cosméticos
son limitadas debido a su baja estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento [6,
7]. Factores como su misma estructura quimica, pH, temperatura, presencia de oxigeno y
acido ascoérbico, concentracion y actividad de agua de la matriz determinan la estabilidad del

pigmento.

8.2.1. Efecto del pH:

Este es uno de los factores mas importantes. Las antocianinas son mas estables en un medio
acido que en un medio neutro o alcalino. En medio 4cido la forma predominante es el ion
flavilio, el cual posee color rojo cuando est4 sometida a pH basico o alcalino. El i6n flavilio es
susceptible a un ataque nucleofilico por parte del agua, produciéndose la pseudobase carbinol,
esto es a pH 4.5 y seguido se forma la chalcona, las dos formas son incoloras. Conociendo
esto, las antocianinas tienen su mdxima expresion de color a pH 4cidos (pH1), y su forma
incolora se forma pH neutros o alcalinos, debido a esta caracteristica las antocianinas se
utilizan a pH 4cido o ligeramente neutro en la industria alimenticia.

Ry
. l OH
HO
. 1 o O\ % &
-H I +
& o
oGl
i
Gl oGl
Base quinoidal {azul) Catlon flavilio {forma oxonium) naranja a morada
pH=7 pH= 1
l +H0
- H+
Ry
Ry
" HO. OH _OH
e —
2 Ry
06! 0 oal
Chalcona Psoudobase carbinol{forma hemiacetal)
pH=4.5 pH=45

_ Fig L.7. Estructura de la Antocianina a diferentes pHs [56]
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8.2.2. Efecto de la temperatura:

La antocianina es destruida por el calor durante el procesamiento y almacenamiento. Un
incremento logaritmico en la destruccion de la antocianina se produce por un incremento en la
temperatura. Se observé que el equilibrio entre las estructuras es endotérmico, en una
direccion de izquierda a derecha [57]:

Base quinoidal <> Cation flabilio <> Pseudobase carbinol <> Chalcona
A altas temperaturas el equilibrio cambia bacia chalconas. El. Retorno de chalconas a flabilio
es lento.

8.2.3. Efecto del oxigeno y el dcido ascorbico:

El efecto degradativo del oxigeno y el acido ascorbico sobre la estabilidad de las antocianinas
estd relacionado. Se reportaron que las condiciones que favorecen la oxidacién aerdbica del
dcido ascorbico en jugo de fresa y en sistemas modelo que contenian pelargo-nidina-3-
glucosido causaban grandes pérdidas de antocianinas, pero cuando el oxigeno era excluido del
sistema no se observaba deterioro del color [58]. De igual manera, Markakis et al., report6 un
efecto sinérgico entre el acido ascorbico y el oxigeno sobre la degradacién de la
pelargonidina-3-glucdsido en solucion [59]. En investigaciones mds recientes, se confirmo la
aceleracion de la destruccion de antocianinas de fresa cuando el acido ascérbico esta presente
tanto en sistemas naturales como en sistemas modelo [60]. El efecto del 4cido ascérbico sobre
la estabilidad de las antocianinas ha sido explicado como una posible reaccion de
condensacién entre el acido y los pigmentos [61].

8.2.4. Efecto del Diéxido de azufre:

Enzimas que destruyen a las antocianinas pueden ser inactivadas utilizando diéxido de azufre
en bajas concentraciones (30 ppm). Por ejemplo pueden inhibir la degradacién enzimatica de
antocianinas en cerezas agrias rojas sin blanquear. Bajas concentraciones también son
utilizadas para estabilizar las antocianinas y altas concentraciones de didxido de azufre en la
region de los 10,000 ppm se utiliza para un blanqueo irreversible, que se utiliza en las cerezas
rojas para la produccién de maraschino, escarchadas o cerezas glace.

8.2.5. Otros:
Complejos de metal aparecen cuando las antocianinas reaccionan con aluminio cobre y hierro.
La adicién de Fe®" y AI’* mejora la estabilidad de antocianinas.

8.3.Actividad biolégica de las antocianinas.

El interés en los pigmentos antocidnicos se ha intensificado recientemente debido a sus
propiedades farmacoldgicas y terapéuticas. Durante el paso del tracto digestivo al torrente
sanguineo de los mamiferos, las antocianinas permanecen intactas [62] y ejercen efectos
terapéuticos conocidos que incluyen la reduccién de la enfermedad coronaria, efectos
anticancerigenos, antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos; ademas del mejoramiento
de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo. Los efectos terapéuticos de las
antocianinas estan relacionados con su actividad antioxidante. Estudios con fracciones de
antocianinas provenientes del vino han demostrado que estas son efectivas en atrapar especies
reactivas del oxigeno, ademas de inhibir la oxidacion de lipoproteinas y la agregacion de
plaquetas [63]. Estos resultados sugieren que las antocianinas son la explicacion de la
conocida “Paradoja Francesa”. Aunque varias hipétesis existen, se propone que el bajo riesgo
de la enfermedad coronaria en Francia se asocia con el alto consumo de vino tinto [64; 65].
De igual manera, se han demostrado que frutos rico en antocianinas evidencian una
alta actividad antioxidante contra el peroxido de hidrogeno (H»>O,) y contra radicales
peroxido, (ROO), superéxido (027), hidroxilo (OH) y oxigeno singulete (O2) [66,67].
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A las antocianinas también se les atribuye actividad antitumoral y anticancerigena,
demostraron que el suministro de papas purpuras dulces y repollo morado a ratas de
laboratorio, causan supresién de tumores [68]. De igual manera, reportaron efectos
antitumorales al usar extractos de frijoles rojos de soya que contenian cianidina conjugada con
glucosa y ramnosa [69]. En cuanto a la actividad anticancerigena, reportaron la supresion de
células cancerigenas HCT-15 provenientes del colon humano y de células cancerigenas
gastricas AGS al suministrar fracciones de antocianinas del vino tinto [70]. Asi también,
realizaron bioensayos que demuestran que los arandanos inhiben las etapas de iniciacién,
" promocién y progresion de la carcinogénesis [71]. Referente a la actividad antiinflamatoria,
encontraron en extractos concentrados de antocianas efecto inhibitorio de la produccién de
6xido nitrico en macréfagos activados [72]. Por otra parte, encontraron efecto supresor de
prostaglandina EG2, sinénimo de actividad antiinflamatoria en extractos de antocianinas de
frambuesa [73]. Antocianinas provenientes de cuatro especies de arandanos silvestres:
Amelanchier alnifolia, Viburnum trilobum, Prunus virginian y Shepherdia argentea, muestran
propiedades hypoglicémicas [74]. Tales frutos, con alto contenido de sustancias fitoquimicas,
han sido consumidas tradicionalmente por tribus norteamericanas para la proteccion de
enfermedades cronicas como diabetes.

Estudios clinicos realizados en Italia revelaron que 79% de los pacientes diabéticos
consumidores de extracto de bayas rojas (160 mg dos veces al dia durante un mes) mostraron
alivio en los sintomas de retinopatia diabética. Finalmente, el mejoramiento de la agudeza
visual y del comportamiento cognitivo como resultado del consumo de antocianinas han sido
reportados, suministraron extractos de frutas ricas en antocianinas a ratas con deficiencia
ocular, lo cual resulté en un efecto antiinflamatorio y de aumento de la agudeza visual [75].

9. MODELOS MATEMATICOS DE CINETICAS DE LIBERACION CONTROLADA

Los estudios de disolucion/liberacion in vitro constituyen un eslabon importante dentro de la
cadena del desarrollo de un nuevo medicamento. Bajo ciertas condiciones puede servir para
aportar criterios de biodisponibilidad y bioequivalencia. Un objetivo fundamental a la hora de
desarrollar nuevos sistemas de liberacion controlada, es poder predecir los niveles plasmaticos
que alcanzara el firmaco una vez administrado. De esa forma, el desarrollo de los procesos de
- obtencion de nuevos medicamentos puede ser acelerado, de modo que éstos pueden ponerse
en el mercado con mayor brevedad y a menor precio. Por este motivo se han desarrollado
numerosos modelos matematicos que permiten predecir las cinéticas de disolucién- liberacién
de los principios activos incluidos en los sistemas de liberacién controlada, y por tanto su
biodisponibilidad in vivo. Estos modelos permiten interpretar los resultados cuantitativos de
un ensayo de liberacion in vitro a través de una ecuacién que relaciona varios pardmetros
[76]. Para comparar diferentes perfiles de liberacion se pueden emplear métodos matematicos
(métodos modelo dependiente) y métodos estadisticos (métodos modelo independiente), que
‘incluyen el andlisis de la varianza, de una o dos vias (ANOVA).
Los modelos matematicos facilitan el andlisis cuantitativo de los resultados obtenidos en los
-ensayos de liberacion/disolucion, y describen los resultados de liberacién en funcion de
alguna de las caracteristicas o variables de la formulacion empleada [76].

9.1.Cinética de orden cero
Las formas farmacéuticas que presentan esta cinética liberan la misma cantidad de farmaco

por unidad de tiempo. Es el mecanismo de liberacién ideal cuando se quiere conseguir una
accion farmacolédgica prolongada.
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La liberacion del farmaco desde formas farmacéuticas que no se disgregan y que liberan el
principio activo lentamente (asumiendo que el 4rea no cambia y que no se alcanzan
condiciones de equilibrio), puede ser representada por la siguiente ecuacion:

WO - Wt = Kt (I.19)
donde Wy es la cantidad inicial de farmaco en la forma farmacéutica, W, es la cantidad de
farmaco presente en la misma a tiempo t y K la constante de proporcionalidad.
Si esta ecuacion se divide entre Wy y se simplifica, se obtiene:

fe = Kot (1.20)

donde: fy = 1 — W,/ W, representa la fraccién de farmaco liberado a tiempo ¢ y Kj la
constante de liberacion aparente o constante de orden cero. De esta forma, una grafica de la
fraccion de farmaco liberado en funcién del tiempo sera lineal si se cumplen las condiciones
anteriores.
Otra forma de expresar este modelo se refleja en la siguiente ecuacién:

Qt = Qo + Kot (1.21)
donde Q; es la cantidad de fArmaco liberado a tiempo ¢, Oy es la cantidad inicial de firmaco en
solucion, que generalmente es cero y Kj es la constante de velocidad en la cinética de orden
cero.

9.2.Cinética de primer orden
La aplicacion de este modelo al estudio de la liberacion de farmacos fue propuesto por
primera vez por Gibaldi y Feldman en 1967 [77]. La cinética de orden uno presenta la
siguiente ecuacion de velocidad:
t= QoM (122)
InQ; = —K;t+InQ,(1.23)
o en logaritmos decimales:

logQ, = — L +logQ, (1.24)

2,303
donde Q es la cantidad de farmaco liberado a tiempo t, Qo es la cantidad inicial de farmaco en

la solucion y K; es la constante de primer orden.

De esta forma, la representaciéon del logaritmo de la cantidad de farmaco disuelto frente al
tiempo transcurrido da lugar a una recta en los procesos con cinética de primer orden.

Las formas farmacéuticas que siguen este perfil de disolucién suelen ser matrices porosas que
contienen principios activos hidrosolubles.

9.2.1. Modelo de Higuchi
Higuchi et. al desarrollé varios modelos tedricos para estudiar la liberacion de farmacos
solubles y poco solubles incorporados en matrices s6lidas o semi-sélidas[78].
Este modelo describe la liberacion del farmaco como un proceso de difusion a través de la
matriz de polimero, siempre y cuando se mantengan las condiciones —sumidero|| (del inglés
sink conditions), es decir, que se garantice la solubilidad del firmaco en todo momento
durante la liberacion. Esta difusién estd basada en la ley de Fick, que depende de la raiz
cuadrada del tiempo. Generalmente se emplea lo que se conoce como ecuacion simplificada
de Higuchi:

Q= Kut¥? (125)
donde Q es la cantidad de farmaco liberado y Ky es la constante de disolucién de Higuchi.

9.2.2. Modelo de Hixson- Crowell o de la raiz citbica
Hixson and Crowell [79], partiendo de la base de que el area regular de la particula es

proporcional a la raiz ctibica de su volumen propusieron la siguiente ecuacion para describir
este modelo:
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W2 —W,23 = Kt (1.26)
donde Wo es la cantidad inicial de farmaco en la forma farmacéutica, Wt es la cantidad de
farmaco que queda en la forma farmacéutica a tiempo t y Kses una constante que incorpora la
‘relacion superficie-volumen.
Dividiendo la ecuacion anterior entre Wo - y simplificando:
’ 1-f 3 =1-Kgt (127)
donde f; = 1 — W,/ W, representa la fraccién de farmaco disuelto a tiempo t y Kges la
constante de liberacion.
La gréfica de la raiz cibica de la fraccion de farmaco no liberada en funcién del tiempo serd
lineal si la forma farmacéutica disminuye de tamafio proporcionalmente en el tiempo. Cuando
se utiliza este modelo, se asume que la velocidad de liberacion estd condicionada por la
velocidad de disolucion de las particulas de farmaco y no por la difusién que pueda ocurrir a
través de la matriz polimérica.

173

9.2.3. Modelo de Korsmeyer-Peppas
Korsmeyer et al. [80] desarrollaron un modelo semiempirico sencillo que relaciona la
liberacion de farmaco con el tiempo a través de una ecuacién exponencial. Estos autores
plantearon que, en ocasiones, el mecanismo de difusion se desvia de la difusion Fickiana,
siguiendo un comportamiento anémalo o no Fickiano. Es un modelo especialmente fitil
cuando se desconoce el mecanismo de liberacion o cuando ésta ocurre por mas de un
mecanismo. ‘
M¢/M, = Kt*  (1.28)
LogM{/M, = LogK + nLogt (1.29)
donde M es cantidad de farmaco liberado a tiempo t, M= es la cantidad de farmaco que se
liberaria a tiempo infinito (por tanto, M /M, es la fraccién de farmaco liberado a tiempo t), K
es la constante del sistema y n es el exponente difusional. La representacion del LogM/Men
funcion del Logt dara lugar a una linea recta si el sistema se ajusta a este modelo.
‘Segiin los valores que tome n se pueden definir distintos mecanismos de transporte [81]. En la
Tabla 1.4 se muestran los posibles mecanismos que se pueden observar en la liberacién
controlada de un principio activo utilizando una pelicula polimérica como sistema regulador.
Cuando n = 0,5 se trata de una difusién Fickiana y la constante k puede expresarse como:
1/2
k=4 — / (1.30)
donde Di es el coeficiente de difusién del farmaco desde el polimero y & el espesor de la
matriz de polimero.
Valores de' n > 0,5 se asocian a un mecanismo de difusiéon anémalo (no Fickiano). En
particular, cuando n = 1, se trata de la cinética de orden cero, que Peppas considera un caso
limite de transporte no Fickiano, denominandolo “Transporte Caso II”. En este caso, el
transporte del soluto se realiza a velocidad constante debido a que el frente de hinchamiento
del polimero avanza de forma constante. Este tipo de transporte estd controlado por la
relajacion de las cadenas del polimero.

Cuando 0,5 < n < 1, el proceso esta dominado por procesos de difusion y relajacién de las
cadenas poliméricas. Valores de n > 1 aparecen usualmente cuando los tiempos de liberacion
son muy elevados y a este tipo de transporte lo denominan —Transporte Supercaso II]| . Por
altimo, valores de n < 0,5 se asocian a la presencia de poros en la matriz polimérica y a la
consiguiente difusion simulténea a través de la matriz hinchada y a través de los poros llenos
de medio de disolucion.
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Tabla 1.4. Resumen de los mecanismos de transporte de
Solutos dependiendo del exponente difusional 7.

Exponente de liberacién(n) = Mecanismo de
transporte del firmaco
[ .05 - - Difusion Fickiana- |
0,5<n<1 7 Transporte andmalo
[ we s g foenn LT S Transporte Caso 11 |
n> 1 Transporte Supercaso I1

En la Tabla 1.5 se muestran los valores del exponente difusional (n) para matrices de
liberacion con diferentes geometrias y mecanismos de liberacion.

Tabla L.5. Valores del exponente difusional en el modelo empirico de
Korsmeyer-Peppas para sistemas de distinta geometria.

Geometria de Sistema controlado Sistema controlado
la matriz por difusién (Caso I) por hinchamiento

_ (Caso II)
ULdmina - .- . n=05 . ~ 7" ‘np=1".°. 777
Cilindro n=0,45 n=0,89
|Esfera @~ n=043 = T 1 =0,850 e
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Il. PARTE EXPERIMENTAL
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1. REACTIVOS:

En este trabajo se han utilizado los siguientes reactivos:

Polimero:

Quitosano (CS), suministrado por Sigma - Aldrich Chemistry, (Irlanda)

Compuesto de cargado:

Parte Experimental

Extracto de antocianinas atomizado, suministrado por Globenatural Internacional S.A.(Perd)

Agente entrecruzante:

e Tripolifosfato de Sodio (TPP), suministrado por Sigma - Aldrich Chemistry, (USA)

Otros:

Nitrito de Sodio (G.A.)

Hidréxido de Sodio (G.A.)

Acido Clorhidrico (G.A)

Cloruro de Sodio (G.A.)

Células NCTC clone 929

Medio de cultivo MEM

Suero bobino fetal

Solucioén de Atorvastantina (ATV )

2. MATERIALES:

Vasos de precipitado.
Espatula de vidrio

Bagueta

Bureta

Probeta

Fiolas :
Soporte de Acrilico (Anexo 1)
Chaquetas de calentamiento de vidrio
Desecador

Viscosimetro de Oswald
Termoémetro

3. EQUIPOS

Estufa de calentamiento

Agitador magnético
Espectrofotometro UV-Vis
Espectrometro Infrarrojo
Conductimetro

Microscopio de Barrido Electrénico
Equipo de andlisis termogravimétrico

- Hemocitometro
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4. OBTENCION DE QUITOSANO DEPOLIMERIZADQO:

El quitosano despolimerizado se obtuvo mediante Degradacion Oxidativa utilizando Nitrito
de Sodio. Se prepar6 una solucién de 1% (p/v) de quitosano en 1% (p/v) de 4cido acético. Se
adicion6 de NaNO, 0,1M tal que la relacién de moles entre el quitosano y el nitrito sea 0,01 ,
posteriormente se mantuvo en reaccion durante 3h con agitacion constante. La recuperacion
del quitosano despolimerizado se realiz6 con Hidréxido de Sodio, llevando la solucién hasta
pH 8, para después proceder a un lavar con agua. Finalmente se recuperd el quitosano por
centrifugacién a 1000 rpm por 5 min y se secé en estufa durante a 45 °C hasta peso constante.
En la Fig II.1 se muestran un diagrama del proceso de despolimerizacion [82].

Quitosano
m-=20,0248¢g

\

1

Acido Acético 1%
V=2L

* agitacion, 4h

Solucién de quitosano
v=2L

"*agitacién, 3h

\

1

Nitrito de Sodio 0.1M
V=10mL

(Solucién de quitosano despolimerizado ]
V=2L

|

Hidréxido de Sodio 2M ]

V*neutralizar hasta pH 8

Fasel: Quitosano despolimerizado

Fase2: Solucién baésica

*centrifugar, 1000 rpm, 5 min

: *decantar
[ Solucién basica }———

*Lavar con agua

*centrifugar, 1000 rpm, 5 min
*decantar
Eolucién bésicajd———
*secar, 45 2C, 48 h
L HO (g) ]4——
\ 4

{ Quitosano despolimerizado J

m=19,7333 g

Fig I1.1. Diagrama del proceso de obtencion de Quitosano Depolimerizado.
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5. CARACTERIZACION DE QUITOSANO (CS) Y QUITOSANO DEPOLIMERIZADO :

5.1.Espectroscopia Infrarroja

Los espectros de infrarrojo del quitosano se obtuvieron en forma de peliculas con un Magna-
IR 750 (Nicolet) por el método de transmision (Unidad de Espectroscopia de Infrarrojo,
Laboratorio de Espectroscopia Molecular, Instituto de Quimica, Universidad de S#o Paulo,
(Brasil). Las muestras se midieron con un beamsplitter de KBr y un detector DTGS de KBr
entre 400 y 4000 cm” de longitud de onda. Las muestras de peliculas de quitosano se
midieron a 4 cm™ con 128 acumulaciones.

- 8.2, Grado de Desacetilacién
El grado de desacetilacion se calcul6 por dos métodos diferentes, por conductimetria y por
espectroscopia infrarroja

5.2.1. Conductimetria
Se pesaron 200 mg de quitosano, posteriormente se adicioné 5 mL de HCl 1.0M, hasta

disolver la muestra completamente. Se agregaron 450 mL de NaCl 0,001M, y se llevé a
agitacion para lograr una solucién uniforme. La solucién anterior se titul6
conductimétricamente con 60mL de NaOH 0.IM estandarizado. La titulacion se realizé
descargando 0,5 mL de NaOH 0.1M, anotando las lecturas del conductimetro.

5.2.2. Espectroscopia Infrarroja
El grado de desacetilacion se calculé utilizando los espectros infrarrojos obtenidos
anteriormente; se mlden las absorbanmas de dos bandas diferentes del espectro, en este caso el
pico de 1655 cm 'y 3450 e’ correspondlentes a los grupos amida y amina respectlvamente
también se utilizan las lineas base de Baxter [27] para el célculo. Se utilizan las ecuaciones
correspondientes 1.2 y 1.3, a las lineas base tomadas y se calcula el grado de desacetilacion.

5.3. Determinacion del peso molecular
Se prepar6 una solucion de 0,2M de CH3;COOH en 0,1M de NaCl que se utiliz6 como

disolvente (buffer) para preparar las diferentes concentraciones de quitosano: 0,25%, 0,125%,
0,0625%, 0,03125% y 0,015625 (w/v).

Se midi6 la densidad de las soluciones utilizando un picnémetro con brazo lateral y la
viscosidad utilizando un Viscosimetro de Oswald.

Estas mediciones se realizaron en un bafio de temperatura constante de 30 °C, por triplicado,

también se realizaron para el buffer y el agua destilada.
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6. OBTENCION DE PELICULAS DE QUITOSANO:

Las peliculas de quitosano cargadas con antocianinas se obtuvieron por el método de
evaporacion de solvente. Se prepardé una solucién de quitosano al 1% (w/v) en acido acético
1%(v/v) y se afiadi6 0,1 g de extracto de antocianinas atomizado. Para esto se pesé 1,0 g del
polimero y la cantidad indicada de la antocianina y se disolvieron en 25mL de 4cido acético
1%(v/v), con agitacion constante durante 4 h.

Se colocaron 25 mL de solucion en una superficie de acrilico (Anexo 1) de 10,0 cm x 10,0 cm
y se niveld horizontalmente. Se llevo el soporte con la solucion a una estufa a 45°C durante
24 h. Se retir6 la pelicula seca preparada de la superficie de soporte. Se sumergié la pelicula
preparada en 100 mL solucion de TPP 1% durante un tiempo determinado (1/2 a 4 h).
Finalmente se secd la pelicula en una estufa a 60 °C durante 30 min para luego ser
almacenada en un desecador. En la Fig I1.2 se muestra un diagrama de la preparacion de
peliculas de quitosano.

Quitosano
m=10g
-
Antocianinas
m=0,1g
\
r ’
Acido Acético 1% J
V=25mL
y \.

Solucién de quitosano y antocianinas
V=25mL

*colocar en una superficie de
acrilico nivelado de 10x10cm

*secar, 45 °C, 24 h
H,0 (g)
v

[ Pelicula de quitosanoJ

Tripolifosfato de Sodio 1%
pH 6,5
V=100 mL

*reposo, 1h
*retirar y lavar la pelicula

[ Solucién de Tripolifosfato ‘

de Sodio

H,0 (g)
A
Pelicula de quitosano reticulada con
TPP y cargada con antocianinas

Fig I1.2. Diagrama del proceso de obtencion de Peliculas de Quitosano cargado con
Antocianinas.

*secar, 60 °C, 30 min

-
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7. CARACTERIZACION DE PELiCULAS DE QUITOSANO:

7.1.Estudios de morfologia

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) presentadas en este trabajo se
obtuvieron en el Laboratorio de Peliculas delgadas de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Ingenieria.

Las muestras de peliculas, se adhirieron con una cinta de doble haz adhesivo sobre los
portamuestras cilindricos.

Las muestras se metalizaron con Au utilizando un recubridor de oro (Electron Microscopy
Science, EMS-550). Se emple6 un microscopio electrénico de barrido (SEM) modelo Philips
505.

7.2.Espectroscopia Infrarroja

. Los espectros de infrarrojo del quitosano se obtuvieron en forma de peliculas con un Magna-
IR 750 (Nicolet) por el método de transmision (Unidad de Espectroscopia de Infrarrojo,
Laboratorio de Espectroscopia Molecular, Instituto de Quimica, Universidad de Sdo Paulo,
(Brasil). Las muestras se midieron con un beamsplitter de KBr y un detector DTGS de KBr
entre 400 y 4000 cm™ de longitud de onda. Las muestras de peliculas de quitosano se
midieron a 4 cm™ con 128 acumulaciones. '

7.3.Analisis Termogravimétrico:

Se tom6 una masa de 5 mg de muestra, y se llevé a cabo el anilisis termogravimétrico (TGA)
con el uso del programa de calentamiento del equipo SDT Q600 V8.3 Build 101,
perteneciente al Instituto de Quimica de la Universidad de Sé@o Paulo — S3o Carlos, donde se
utilizd un intervalo de temperatura desde 30 hasta 1000 °C, con una velocidad de
calentamiento de 10 grado/min y un flujo de aire seco de 50 mL/min. Se calcul6 la primera
derivada (dm/dT) a las curvas calorimétricas obtenidas, para determinar la temperatura de
maxima velocidad de descomposicion.

7.4.Grado de Hinchamiento:
El hinchamiento de las peliculas se llevd a cabo en PBS a pH 6,5. Se utilizaron para ello
muestras de peliculas con una superficie de 10 cm? y que no contenian principio activo. Se
pesé el fragmento de pelicula en una placa Petri y se anotd su peso exacto, se afiadieron 50
mL de medio atemperado y en un agitador magnético a 37 °C y 100 rpm. A intervalos de
tiempos predeterminados, la pelicula se extrajo y, de forma rapida y cuidadosa, se secéd
ligeramente sobre un papel de filtro para eliminar el exceso de liquido, se pesé y se volvid a
introducir en la placa. El grado de hinchamiento (W) se determiné mediante la siguiente
expresion (1.17):
M - M 0

. MlO
donde M es el peso a tiempo t y Moel peso a tiempo cero. Posteriormente estos valores se
utilizaron en el analisis cinético.
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7.5.Ensayo Citotoxico:

Con el fin de estudiar el efecto de la liberacion de sustancias nocivas de una pelicula de quitosano
reticulada sobre una linea celular se realizo el ensayo de toxicidad.

Preparacion de la suspension de la célula:

Se cultivaron Células NCTC clon 929 en un frasco de cultivo celular, con medio de cultivo
MEM suplementado con suero bovino fetal al 10%. Después de un crecimiento en cultivos
celulares las celdas resaltadas fueron tratadas con una solucién de ATV. Las células se
contaron en un hemocitémetro (camara de recuento de Newbauer) y la suspension celular fue
tratada hasta obtener 5x10° a 5x10* células por cm>. Se distribuy6 la suspensién celular en
microplacas. Se distribuy6 un volumen de 0,2 cm® de suspension celular en cada pocillo de
cultivo celular (microplacas de 96 pozos). La placa fue incubada a 37 °C y atmédsfera htimeda
con 5% de CO, durante aproximadamente 24 horas para la adhesién y formacién de una capa
de células en la parte inferior de cada pozo.

Preparacion de las muestras

Se sumerge 0,5 g de la pelicula o particula de quitosano en 10 mL de MEM (medio de
cultura) y se dejan reposar por 24 h. El extracto es sometido al test.

Test propiamente dicho

Se coloco en tres pozos que contienen células adheridas, controles positivos y negativos; se
sometieron al mismo procedimiento de la muestra. Como control positivo se utiliz6 una
solucion de fenol y 0.02% como control negativo el extracto resultante del vertido de cloruro
de polivinilo (PVC) en medio de cultivo MEM no téxico durante 24 horas a 37 © C. Para el
control de las células se colocaron pozos de 0,2 cm® de medio MEM.

La placa se mantuvo entonces en una estufa a 37 ° C y atmdsfera htimeda con CO, al 5%
durante 24 horas. Después de este periodo los medios de cultivo fueron intercambiados por
medio fresco con 50 pg cm” colorante rojo neutro y se incubaron durante 3 h. Después de este
periodo (tiempo necesario para la incorporacién de la muestra por células vivas) la placa se
lavé dos veces con tampén fosfato salino y una vez con una soluciéon de CaCl, en
formaldehido y luego cada uno recibié 0,2 cm® de solucién de 4cido etanol acético. La placa
fue llevada a un lector de ELISA, se agit6é durante 10 minutos y la lectura fue hecha a 540 nm,
tomando como referencia el filtro de 630 nm.

8. ESTUDIOS DE LIBERACION IN VITRO:

Los ensayos de liberacion se llevaron a cabo introduciendo la pelicula de quitosano cargada
con antocianinas en 50 mL de tampén de fosfato salino (PBS) a pH 6.5 e incubando en un
agitador orbital en las mismas condiciones experimentales descritas en el apartado anterior. A
tiempos predeterminados se tomaron 2 mL del medio de liberacion y se repuso con el mismo
volumen de medio. Se adicionaron 2 mL de HCl 1M o 2 mL de CH3;COOH 5%, dependiendo
del método utilizado para cuantificar las antocianinas. La cantidad de formaco liberado en los
2mL de la muestra en cada tiempo se determind por espectrofotometria UV-VIS, mediante el
método Iy II de la determinacion espectrofotométrica de antocianinas (Anexo 4). La longitud
de onda correspondiente a la méxima absorcion se determiné mediante barridos entre 300 y
600 nm, siendo de 515.2 nm.

Se realizaron los ajustes de los perfiles de liberacién a los modelos mateméticos de Higuchi y
Korsmeyer-Peppas.
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IIT. RESULTADOS Y DISCUSION
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Resultados y Discusién

1. CARACTERIZACION Y DEPOLIMERIZACION DE QUITOSANO.

1.1, Caracterizacion de Quitosano.
En este apartado se muestran los resultados de la caracterizacion del quitosano de partida por
los diversos métodos indicados en el capitulo anterior.

1.1.1. Espectroscopia Infrarroja

Se obtuvo el espectro de quitosano de partida, como se puede ver en la Fig ITI.1 se muestran
los picos de los grupos caracteristicos en la estructura del quitosano.

100 -
80 -
604

40-

98

20 -

319

0- - 1544
3436 1082

4000 300 3000 2500 2000 1500 1000 500
Frecuencia (cm™)

Fig IIL1. Espectro IR de quitosano

En esta muestra, el espectro describe bandas caracteristicas, la absorcion a 1653 y 1574 cm™
las cuales son atribuidas a la deformacion de axial o deformacion de Tensién de la amida I
-(C=O)NH- y a la deformacién angular o deformacién de flexién de la amina -(N-H)-

- respectivamente, el pico que se encuentra aproxilhadamente 1420 cm™ se atribuye a la

deformacion angular asimétrica de C-CHj, estos enlaces son caracteristicos del grupo acetilo e

- indican la presencia de grupos funcionales acetilo en algunos monémeros de quitosano.

.. Las bat_ldas a 3436 y,3302 son concernientes a la deformacién axial o de los grupos O-H y

N-H respectivamente; estos picos indican la desacetilacién eficaz de la quitina.

A continuéci(’)n se muestran los principales grupos funcionales, con sus respectivas longitudes
de onda. ‘
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Tabla IIL1:Grupos funcionales del espectro IR del quitosano

Grupo Funcional Tipo de vibraciéon V Experimental V referencia]23]  Intemsidad
(em™) (em™) del pico

| _Grupo-OH = .. V.TensiéideO-H . -.3436 - % 3450 . . .Fuerte |
Grupo -NH V. Tensién de N-H 3302 3292 Fuerte
|- .Grupo~CH-.._ - .V.. Tension simétrica C-H:. -~ 2920 == -..» -2919 .. - . Media |
- V. Tens1oné};11metnca de 2876 2862
Y Tension (CR0) L n i e e TR T T
Grupo (C=O)NH-  "'p dade Amidal . o 1053~ 7 16557 Mediafuerie
Grupo -NH- V. Flexién N-H 1574 1580 Media fuerte
Grupo-cHy __ V-TensiénCCHy """ 1420"  1450-1400  Media.
V. Flexiéon N-H .
Banda de Amidall _ 1319 1313 Media
V. Tensién asimétrica = =~ sy e E e
~ "l C.OC . 1154 - B 1(1:54
Vibraciones de su
estructura piranésica 1082y 1935 '1082 y 1032 Fuertes

oy yTensibn CHde grupos o iggy i - gg6 L Debil
, - anomericos = : St

Grupo -(C=0O)NH-

Grupo C-0-C Fuerte

- 1.1.2. Grado de Desacetilacion: Conductimetria

Se realizo una valoracién conductimétrica del quitosano disuelto en un volumen en exceso
conocid@e acido clorhidrico, titulando con hidroxido de sodio. (Fig II1.2)

0
4500 +

Leyenda; |
Equipo: Conductimetro
Marca y Modelo: Orion 142
Valorante: NaOH

Analito: Quitosano en HCI

Conductancia Especifica (US/
N N (4% (&% ] Ja
o (@] o [d,] o
[ ] [ ] [ [ ] o
o o o (=] o
1 ] i 1 L

1500 -

1000 = Y T T T Y T Y T T T Y T
10 20 30 40 50 60

Vol de NaOH (mL)

Fig II1.2. Valoracion Conductimétrica de quitosano

O~
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- En la primera parte de la valoracion se puede ver una parte lineal propia de la titulacién de HCI con
NaOH, acido fuerte con base fuerte, la reaccion que tiene lugar es:
NaOH

Cl™ + H;0* Cl™ + Na* + 2H,0

Imcmhnente la conductividad de la disolucién 4cida es grande porque los iones H' tienen una movilidad
muy alta. Conforme se va produciendo la neutralizacién, los iones H' libres reaccionan con cada OH™
afiadido, y dejando iones Na” libres que poseen una menor movilidad, esto hace que la conductividad
. disminuya rapidamente, lo que se manifiesta en la curva como una disminucién casi lineal de la
conductividad de la solucién. Cuando se alcanza el punto minimo de la curva, el HCI se ha consumido
en su totalidad, empieza entonces la titulacién de los grupos amino protonados segiin la reaccién:

. NaoH _
R-NHj3" () Na™(sory + R — NHy(sopy + Ho O

Se produce un incremento de la conductividad debido a la neutralizacién de los grupos amino
protonados del quitosano.

Cuando la neutralizacion se completa, la curva ascendente adquiere una mayor pendiente debido a
la incorporacién de los iones OH' libres. Los cambios de pendiente que se observan en los dos puntos
mencionados presentan cierta curvatura. Este hecho se debe, en el primer caso, a la disociacién
inicial de los grupos amino protonados del quitosano y, en el segundo caso, a la precipitacion del
quitosano, fenémeno que ocurre a pH 6,5. De esta forma, la equivalencia se calcula determinando
las posiciones de las intersecciones de las ramas correspondientes de la curva. La diferencia entre
los dos puntos de interseccion corresponde al volumen de NaOH requerido para neutralizar los
grupos amino libres del quitosano, lo que permite determinar el grado de N-acetilaciéon de la
muestra.

En el punto de equivalencia:

#Eq — 9r-nupy = #EQ — Gnaony (IL1)

Wr-nu)* 9

= CnaonXVnaon  (I11.2)

Asi, obtenemos el Grado de desacetilacion, utilizando la siguiente ecuacion [78]:

% NH CNaOHXAVNaOH 16 1
w quitesano ‘

Donde 16.1 es una constante que relaciona el peso equivalente del quitosano.

Se obtuvo el siguiente cuadro de resultados (NH2% = DD)

Tabla II1.2. Datos y Resultados de Grado de desacetilacién por conductimetria de Quitosano (CS)

Muestra Cnaon Wquitosano  AVy,on DD(%) DD Total (%)
| CS-1- - 00922 . 0193 ~  10,16. ° 7793 ?"78,87 o
CS-2 0,0928 0,1937 10,35 79,81 O Rt
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1.1.3. Grado de Desacetilacién: Espectroscopia Infrarroja

El grado de desacetilacion es calculado usando las lineas bases de Baxter et. al. [27], la ecuacién
(L.2) que involucra la linea base es:

: DD (%) = 100 —[(A1655 / A 3450) x 100 / 1.33] — Linea base
" EnlaFigII1.3 procedemos a trazar las lineas bases y calculamos las absorbancias a 1655 y 3436
cm” e introducimos los datos en la ecuacién (I.2).

100
] (8603
80
o |
g ]
S 60 55,01
£
/)]
c
S 40
-
(*]
K>S 0. 275
N 1653

10
3436

4000 300 3000 2500 2000 1300 1000 500
Frecuencia (cm™)

Fig ITL.3. Calculo del grado de desacetilacion por IR

Asi obtenemos los siguientes datos:

Assze = -log(3,10/86,03) = 1,44
Asgsz = -log(22,75/55,01) = 0,38
DD = 100-[( A1652x100/ Agz6)/1,33]
DD = 80,16%

~ Como podemos observar, los resultados obtenidos de estas determinaciones por ambos métodos,
son bastante aproximados, por lo que se pueden considerar en las determinaciones de peso

‘molecular. La diferencia en los valores est4 determinada por el nimero de repeticiones en el caso

~ de una determinacion conductimétrica asi como tambien por la adecuada eleccién de la linea base
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en el método Infrarrojo. Cabe resaltar la importancia de la ausencia de agua en la muestra que

puede alterar el espectro y dar resultados errados.

- 1.1.4. Determinacién del peso molecular

Determinacion de constantes MHS

Para la determinacion del peso molecular, es necesario el célculo de las constantes K'y a
correspondientes al quitosano trabajado. Segin Mark—-Houwink—Sakurada (MHS) [83], se pudo
recopilar los siguientes datos de constantes K y a para algunos casos.

Tabla II1.3. Constantes MHS para el quitosano con variacion de DA. [83]

DA (%) pH pM) Kx10°L/g) a

Solvente T (°C)

= T 5 = Y70
"7 0.2M HA¢/0.1M NaAc 0.88
- 02M HAc/0.1M NaAc : 4 1,424 967"
02M HAC/0.IM NaAe 30 31 44 0.1 0,104 112

Se puede obtener los graficos siguientes a partir de los datos de la Tabla IIL.5.

20 - 1,2 -
181 ‘ 1,15 -
16 4 . y=1,641-27x14'°32 » i
: - R?=0,993 1,1 -
14 -
X 15 1 s 1,05 -
[} u —
£ - y =-0,0102x + 1,8159
8 10 A 8 14 R%=0,9951
z z
S 8- S 0,95 -
6 -
0,9
4 -
2 0,85 -
0 T 1 0,8 T T 1
60 . 80 100 120 60 80 100 120
DD (%) DD (%)

Fig ITL.4. Gréfico de Constantes K'y a en funcién del grado de desacetilacion (DD).

 Mediante la Fig IIL.4 podemos derivar las siguientes ecuaciones

- K(10°L/g) = 1,641 x 107%7x DD14032 (I11.4)
a= —0,0102DD + 1,8159 (I11.5)
Mediante estas ecuaciones podemos calcular las constantes necesarias para determinar el peso
molecular del quitosano trabajado, s6lo basta conocer los parametros ya mencionados como el tipo
de solvente, la temperatura de trabajo, pH, entre otros y hacer una determinacién del grado de
desacetilacion de la muestra.
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Determinacion del peso molecular de quitosano

. En la Tabla IIl.4 se muestran las medidas de densidad tomadas de la muestra de quitosano a
diferentes concentraciones.
Tabla I11.4. Datos tomados de las soluciones de quitosano

Muestra Concentracibon V(mL) M (g) Tiempo (s)
(g/100mL)

Butfer 0o ome na

ks

CS2 02519 10 97328 4247

i

9,7561 360,12

Utilizando la Ecuacién (1.12) calculamos la Viscosidad de las soluciones tomadas.
Las demas viscosidades las calculamos de las siguiente manera:

Viscosidad relativa: 11,' = zﬂL IL.6
ste

Viscosidad especifica: 75y = 22 —1  IIL7

Nste

Viscosidad inherente: 9;,, = In(n,)/C  1IL8

Viscosidad reducida: 7,4 = ”_(S:E I11.9

Tabla IIL5. Densidad y Viscosidad de las soluciones de quitosano

Densidad (g/mL) Viscosidad (Pas) M Nred
67 -~ 10,0007369

| 0,0007583

00

"0,0026019 489,23

Cs4 "0.9756 00221170 334,59 2793.42

Con estos valores se pudo calcular la viscosidad relativa, viscosidad especifica, viscosidad
inherente y viscosidad reducida para posteriormente realizar el siguiente gréfico.
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Fig I11.5. Grafico de concentracion de quitosano vs Viscosidad reducida e Inherente

Con las dos rectas, se puede estrapolar hasta C=0, se utilizan K = 853,97 x 10 y a=0,997
correspondiente a un DD = 80,16 utilizando las ecuaciones (II1.5) y (IIL.6):

[n]= (nsp/C)C=O = (ninh)C=0= 457, 1mL/g
[n] = K (Mv)®

4571 0,997

My = S5397x 106

My = 554,22 kDa
En la siguiente tabla se resume los resultados de la caracterizacion del quitosano

Tabla II1.6. Resultados de Caracterizacion de Quitosano
Resultado Experimental

Analisis

- Grado de Conductimetria : Infrarrojo
Desacetilacion . 78.87% » 80,16%

Masa molecular 554,22 kDa

| - OH OH i N |

DA o o OH oH |

eo-Estructura’ . o O/ié\o/i—x\ © I
o ] HO NH, “Ho NH, “Ho NH O .
e | o= HO NH, 0" | |
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1.2.Caracterizacion de Quitosano Depolimerizado (CSD-II).

Con la finalidad de obtener oligbmeros y materiales de bajo peso molecular basados en este
biopolimero, se realiza la depolimerizacién del quitosano, esta es un area de mucho interés actual
por diversas razones. Una de ellas, se sustenta en que varios derivados de bajo peso molecular
muestran mayor solubilidad en medios acuosos de pH neutro que sus homélogos de mayor
tamafio. Las soluciones de quitosano que podriamos obtener sélo estan limitadas por su
viscosidad, es decir que ahora podriamos preparar soluciones con mayor concentracion.

En este apartado se muestran los resultados de la caracterizacién del quitosano depolimerizado por
los diversos métodos indicados en los materiales y métodos.

1.2.1. Espectroscopia Infrarroja

Se caracterizo el quitosano obtenido mediante espectroscopia infrarroja, se determinaron los picos
principales:

100 -
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40- | 1652
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Fig II1.6. Espectro IR de quitosano

A continuaci6n se muestran los principales grupos funcionales en el espectro, con sus respectivas
longitudes de onda.
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Tabla II1.7. Grupos funcionales del espectro IR del quitosano depolimerizado

Grupo Funcional

Tipo de vibracion

v Experlmental

Y refm,,c,,,[23] Intensidad

(em™) (em™) del pico
| Grupo-OH V. Tension'de O-H "3 "> = 3433 =7 = = =og(ye s Pigapa=i
__Grupo-NH V. Tension de N-H 3376 3292 Fuerte
| .- Grupo~CH' V. Tensién simétrica C-H " * 72927 . -~ 72919- '+ " Media .|
Grupo _CH V. Tenswnclfls_:llmetma de 2881 2862 Media
- _ - V.Tension (C=0) " -~ -~ oo .7 o o . Media
Fmp 0 -(C O)NH- .- Banda de Amida I 1652 .. 1653 fuerte .-
Media
Grupo -NH- V. Flexién N-H 1575 1580 | fuerte
Grupe -CH; = .- V. Tensmn C-CH; 1417 .1450-1400 : Media
_ V. Flexion N-H Media
Grupo -(C=0)NH- Banda de Amida IT 71322 | 1313 |
PP V Tensmn asnnetnca 4187 . o ey T Fuerte . -]
V1brac1ones de su Fuertes
estructura piranésica 1085y 1036 | 10?2 y 1032 ,,
Tgnsxon C-Hde: grupos 896 B g ngll o
_anoméricos - w T ~

1.2.2. Grado de Desacetilacion: Conductimetria

Se realiz6 una valoracién conductimétrica del quitosano depolimerizado disuelto en un volumen

en exceso de 4cido clorhidrico, titulando con hidréxido de sodio. (Fig I11.7)

, Leyenda:
40004 W Equipo: Conductimetro
" Marca y Modelo: Orion 142
€ "_ Valorante: NaOH
' 35001 " Analito: Quitosano en HCI
:— -.
@ . ' *
& 3000 - .
O '.
o . a
Q »
@ 2500
g "
..(P, oy V
S 2000- " vV, 2
'g g 10.84 mL '
o] "
O -.I l
1500 - San
1 ! 1 L I ' 1 ! I ! 1 ' 1
0 10 20 30 40 50 60
Vol NaOH (mL)

Fig II1.7. Valoracién Conductimétrica de quitosano depolimerizado
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Obtenemos el grado de desacetilacion, utilizando la siguiente ecuacién [79]:

C X AV,
NHZ% — NaOH . NaOH x16,1
w quitosano

Donde 16.1 es una constante que relaciona el peso equivalente del quitosano.

Se obtuvo el siguiente cuadro de resultados (NH;% = DD)

Tabla IIL8. Datos y Resultados de Grado de desacetilacién por conductimetria de quitosano depolimerizado(CSD)

Muestra Cnaon W quitosano AVyaon DD(%)

1.2.3. Grado de Desacetilacion: Espectroscopia Infrarroja

El grado de desacetilacion es calculado usando las lineas bases Baxter et. al. [27], la ecuacion
(I.2) que involucran la linea base es:

DD (%) = 100 — [(A1655 / A 3450) x 100 / 1,33] — Linea base
En la Fig IT1.3 procedemos a trazar las lineas bases y procedemos a calcular las absorbancias a

165y 3456 cm’ e introducimos los datos la ecuacion (I.2).

100 -

| 86,40 i
~ 80 W
- .
R 60.38
g
2 60-
8
£ 44,94
0w
g 404 | 1652
= |

204

14,33
3433
0 T T - T g T T —
4000 3000 2000 1000
Frecuencia (cm™)

Fig II1.8. Calculo del grado de desacetilacién por IR de quitosano depolimerizado
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Asi obtenemos los siguientes datos:

Asses = -log(14,33/86,40) = 0,78

Ajgs2 = -log(44,94/69,38) = 0,19

DD = 100-[( A1552X100/ A3368)/1,33]
DD = 81,78%

1.2.4. Determinacion del peso molecular

Determinacion del peso molecular de quitosano depolimerizado

En la Tabla III.9 se muestran las medidas de densidad tomadas de la muestra de quitosano

depolimerizado a diferentes concentraciones.

Tabla IL9. Datos tomados de las soluciones de quitosano depolimerizado

Muestra Concentracion V(mL) M(g) Tiempo (5)
(g/100mL) _ :

Buffer 0 10 97130 1367
" CSD-IEL - - o 10 957202 1583
CSDII2 0 97253 1831
o CSDM3 . oo 04784 o 10. 09,7300 . 2442

ey

“CSDa-4 09568 10 97504 42.43

Utilizando la Ecuacidn (I.12) calculamos la Viscosidad de las soluciones tomadas.
Las demas viscosidades las calculamos de las siguiente manera:

Tabla IT1.10. Densidad y Viscosidad de las soluciones de quitosano depolimerizado

Muestra Densidad (g/fmL) Viscosidad (Pas) N Tired
- HO - 09660 - 00007928 i v monowoyer v
Buffer 0,9714 0,0008145 - -
‘CSD-II1 - 09720 . . © 00009431 . 12265 " 132,10 ...
cspiaiz 09725 00010019 12256 14242
T CSDAE 09730 o 00014571 ¢ 121,59 T 164937

CSDIL4 09750 00025367 118,74 221,01

Con estos valores se pudo calcular la viscosidad relativa, especifica, inherente y reducida y
posteriormente realizar el grafico de la Fig II1.9.

Cabe resaltar que en este cdlculo se utilizard otro valor de KX y a, puesto que en la
despolimerizacion del quitosano se obtuvo un pequefio porcentaje de desacetilacion debido muy
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probablemente a la ruptura de los grupos acetilo por el nitrito, la diferencia en los resultados
obtenidos para el grado de desacetilacion en el método conductimétrico se debe muy
probablemente a la presencia de hidréxido en la muestra de Quitosano despolimerizado, puesto
que en el anélisis infrarrojo no encontramos tal diferencia, ver Tabla II1.11.

250 -

y=10704x + 117,1
R?=0,996

200 -

F

100 ~ y =-485,7x +123,5
=0,963

50 -

Viscosidad Inherente/Viscocidad Reducida
|

[<>]

T T T T ¥ 1

-0,002 0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012
Concentracién (g/mL)

M Viscosidad Reducida @ Viscosidad Inherente

Fig IIL.9. Grafico de concentracion de quitosano depolimerizado vs Viscosidad reducida e
Inherente

Con las dos rectas, se puede estrapolar hasta C=0, se utilizan K= 1131,77 x 10 y a = 0,9808
correspondiente a un DD = 81,78 utilizando las ecuaciones (IIL5) y (II1.6):

[n] (ﬂsp/c)c-o = (nmh)c- "120 3 ml—/g
[n] = K (Mv)* .
120",3 0,9808

1131,77 x 10~6
My = 133,37 kDa
En la siguiente tabla se resume los resultados de la caracterizacion del quitosano depolimerizado.

MV=

Tabla I11.11: Resultados de Caracterizacién de quitosano depolimerizado
Analisis Resultado Experimental

~"Grado de.
-j 'Desac‘etila‘cién :

" Conduictimetrfa
Masa molecular 133 37kDa
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2. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE PELICULAS DE QUITOSANO.

En el campo de la farmacia, las peliculas de quitosano podrian ser utilizadas para el recubrimiento
- de comprimidos y como sistemas de liberacion controlada de farmacos. En los ultimos afios, el
uso de peliculas de quitosano para el tratamiento de heridas e infecciones cut4neas ha suscitado un
gran interés puesto que se puede administrar el firmaco de forma localizada y sostenida en el sitio
.de accion [84]. Ademds, el cardcter antimicrobiano y cicatrizante del quitosano aporta propiedades
favorables alos sistemas de liberacion de uso topico [85].
El objetivo de este capitulo del trabajo ha sido la obtencion de peliculas de quitosano, por el
método de evaporacion de solvente, para utilizarlas en la encapsulacién de antocianinas.

2.1  Obtencion de peliculas quitosano:

Las peliculas fueron cargadas en el momento de la preparacion de las peliculas, adicionando una
determinada cantidad de antocianinas antes del procedimiento de secado.

En la Tabla III.12 y Tabla III.13 se muestran las caracteristicas de las peliculas obtenidas a
diferentes concentraciones de TPP, tiempos de entrecruzamiento y espesores con los quitosanos
obtenidos del capitulo anterior.

Tabla ITL.12. Condici6n de preparacion de las peliculas de quitosano (CS) y cargadas con Antocianinas (CAT)
Peliculas CS (% p/v) CAT (% p/v) TPP (% p/p) V(mL) Tiempo (h)

CP1L - = 1 2 e 0 - 00 ¢ 250 0
NS R AR S A LS~ S
..cp3 Ry N N - T G
“CP4 . o 10 25 T
CP6 1 0 2,0 25 1
"CP7 1 N R - B T
“CP8 1 0 S0 %5 i
“CP9 1 0 500 53 i
CP10 - 0 75 25 1
e 1 0 T 35 T
S o el B :

CPi3 T s TS W - A
Cpi4 N 0.4 0 % T
CP15 T 04 TLo s 1
CP16 1 04 T 1
NS 7 T T A S B 1
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Tabla I11.13. Condicién de preparacion de las peliculas de quitosano
depolimerizado{(CSD) y cargadas con Antocjaninas (CAT)

Peliculas CSD (% p/v) CAT (% p/v) TPP (% p/p) V(mL) Tiempo (h)

L=€DP1 . - 1. .. 0 .. -0 - 25 0

T Cbp2 YT T T s 05

L Cpe3 L. 0 L0 25
CDP4 1 0 1,0 25 4
ChEs 5 5 e

7 CDP6 1 0 20 25 1
~ CDP7 - 1 -0 50 . 25 1 §
CDP8 1 04 0 25 i
CDP9 1 04 1025 1
CDP10 1 0,4 10 25 2
CDP11 1 04 T 10 50 i
CDP12 1 04 2,0 25 1

“CDP13 1 o4 50 . 5 1

Una de las caracteristicas importantes observadas en el proceso de reticulacion de una pelicula de
quitosano (Fig I11.10), en el proceso adquieren una coloracién blanca, no traslucida y no removible
al ser lavada con agua, esta caracteristica solo se presenta mientras la pelicula permanezca
humeda, luego del proceso de secado la pelicula vuelve a adquirir la tonalidad amarillenta y
traslucida caracteristica de las peliculas de quitosano. Esta observaciéon nos hace lleva a la
suposicion de que dicha coloracion es debido a una interaccion intermolecular entre el reticulante
(TPP) y la matriz polimérica (quitosano), la permanencia de dicha coloracién después del lavado
con agua con el fin de remover TPP sin interaccionar refuerza la hipétesis de una interaccion
puente hidrégeno.

Figura ITL10. Peliculas de quitosano a) antes de reticulacién b) durante la reticulacion c) después de la
reticulacién
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2.2  Estudios de Morfologia.

En la Figura III.11 se muestran las microfotografias de diferentes peliculas de quitosano; CP1,
CP7, CP8, CP10 y CP11; las cuales se diferencian en la concentracion de Tripolifosfato
adicionado para la reticulacién de las peliculas en concentraciones de 0, 2.5, 5.0, 7.5 y 10%
respectivamente. Las peliculas de quitosano entrecruzadas con TPP, sin farmaco, presentaron una
superficie lisa casi indistinguible.

La interaccion puente de hidrogeno entre las aminas de las cadenas de quitosano con el oxigeno
del Tripolifosfato es homogénea practicamente en toda su morfologia, esta observacion nos hace

- . pensar que la caracteristica plana y homogénea de los filmes generan una interaccion puente de

hidrégeno entre la superficie de la pelicula de Quitosano con el Tripolifosfato de manera
homogénea, es decir, sin acumulaciones debido a imperfecciones o irregularidades en la
~ superficie; esta fendmeno empieza con el hinchamiento del film, su hidrataciéon y posterior
interaccion, lograndose formar una pequefia capa de complejo Quitosano/TPP, después de la
perdida de agua a causa del secado la pelicula retoma la morfologia inicial, debido a que el
Tripolifosfato no es lo suficientemente grande como para modificar la superficie del quitosano. A
pesar de este fenémeno la presencia de la interaccién se hace mas notable en los demas anélisis.
. Las particulas insolubles de la solucién de quitosano son las mostradas en las Fig III.11. en las
fotografias d) y €). En contraposicion con esta afirmaci6én a nivel macroscdpico la interaccion se
puede asociar con el cambio de coloracion en la pelicula himeda en el proceso de reticulacion.

2 L r S == [R—
e T e

o
Rp ONOE 3 184U -0 GUNGITanN 19sn13%KV SOQE3 10843-°0% 000DH10

e

[ M - R
SCEnidl kY DUOOS <110-3.3 CBL Wl

16";:'71 4-‘2l-§U SOPDE3 B8223-3% 00EON3O

W o
18am141ky SEOE3 <120-14 CH4 UNI

" Fig IL11. Microfotografias de Barrido Electronico de peliculas de quitosano reticuladas a PH 6,5 con TPP
' 0% a), 2.5% b), 5.0% c), 7.5% d) y 10% e) entrecruzadas durante una hora
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2.3  Espectroscopia Infraroja:

Para empezar esta parte de la caracterizacion primero obtuvimos el espectro infrarrojo del
tripolifosfato de sodio, luego procedemos a compararlo con el de las peliculas que han sido
reticuladas con este polianién.

2.3.1 Espectro IR del Tripolifosfato de Sodio:
Se caracteriz6 el reticulante Tripolifosfato de Sodio utilizado mediante espectroscopia infrarroja, se

determinaron los picos principales:
Tabla IIL14.Grupos funcionales del espectro IR del Tripolifosfato de Sodio [86]

GRUPO . . .y V Experimental V referencia Intensidad
__FUNCIONAL __ Tipe de vibracién (em™) (em™) del pico

| Grupo-OH . - "V.Tension OH =~ .° 3253 -~ = .. 3278 v~ . - Débilme=y
Grupo -OH V. Flexiéon OH 1650 1686 Débil

[« Grupeo=P=0. .z~ V.Tension P=0: ~= -~ 1211. - -7 1212y 1158 Media, :|
Grupo -R-O-P-O V. Tensi6on R-O-P-O 1134y 1092 1130y 1102 Fuerte

[ GrupoP-O-P - - V.TensionP-O . 883 . 1000-870 Fuerte |
Grupo P-O-P V. Flexion de P-O-P 753 y 710 772 716 Débil

Se puede ver la de los principales picos del Tripolifosfato. Fig ITL12.

Transmitancia(26)

w
100 -

90

80 - '
3253 1650

-
1 2l

P
I L

50 -

' 092

40 ) - 1134 883

00 300 3000 2500 2000 1500 1000
Frecuencia (cm)

Fig IT1.12. Espectro FTIR del Tripolifosfato de Sodio
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2.3.2 Espectro IR de Pelicula de Quitosano Reticulado con Tripolifosfato:

Se caracterizo el quitosano obtenido mediante espectroscopia infrarroja, se determinaron los picos

principales:

Tabla IT1.15. Bandas del espectro IR del quitosano depolimerizado reticulado con TPP

'Absorbancia

GRUP O . . .z A% Expenmental v referencla[23 86] Illtellsidad
__FUNCIONAL ___ Tipodevibracion (cm™) (em® _delpico
[ Grapo =OH: - -'... V. Tensién de O-H 3252 - 3450 Fuerte = |

Grupo -NH - V. Tgnsién de N-H 3210 3292 Fuerte
Grupo—CH . V" Te*}Slg{lI;mem 2936 2919 Media |
Grupo —CH V. Tensé‘e”éa;mem"a 2881 2862 Media
{. ... Grupo-NH V. Flexién amina _ 1629 - 1645 Media débil |
V. Tensién amina . s
Grupo — NH, - protona da - , 1?34 1554 | Medlé débil
. Grupo-CH; - V. Tension C-.CHs . . ‘1378. " 1450-1400%. . .. Débil. =]
V. Flexién N-H -
Grupo (C=ONH- . 4a do Amida m | 1319 1313 Débil
: Grupo =0 - Y- Tengion asimetrien - v1208, © 212y188 Debil
“Grupo R-O-P-0 V. Tension R-09-0 1151 1130y1102  Debil _
Grupo C-0-C V. Te‘(‘fgl"g f;_‘gemca 1063 1021 1082 y 1032 " Fuerte
Grupo —P-O-P V. Tension P-O-P 890 1000-870 Fuerte
Los principales picos se muestran en la Fig I11.13.
0.00 -
0.02
0.04 -
0.06 4
T 1378
0.08 - 1319
] 1629 | 1208
0.10 4 1534 115
| 890
0.12 4 881
: 2936
0.14 4
| 3210 106 021
0.16 3252
i Y T v 1 T T U 1 d U |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Frecuencia (cm™)
Fig II1.13. Espectro FTIR de Quitosano reticulado con Tripolifosfato
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. En la Fig I11.14 se observa los espectros correspondientes a las peliculas de quitosano
. CP1 y CP3 (peso molecular de 553.24 kDa). A partir de estos espectros se puede
_observar en el espectro de Quitosano/TPP que el pico vinculado a las amidas a 1653 cm’
! desaparece, se muestra un pico a 1629 cm™ atribuido a la vibracién de flexién de la
amina de Quitosano, esta ha sufrido un corrimiento hacia mayores frecuecias debido a
una interaccion externa con otra molécula, tambien se muestra otro nuevo pico a 1534
cm’, este esta atribuido a la vibracion de tensién grupo de la amina protonada. El
espectro tambien mostré un pico a 1208 cm™ y 1151 cm™ para el enlace P=O y R-O-P-
O. Xu et al [87], Knaul et al [88], y Wang et al [89] observaron resultados similares en
su estudio de la formacion de nanoparticulas de quitosano y peliculas de quitosano
tratados con fosfato. También se observan el pico a 888.92cm™ atribuido al enlace
P—O~—P, dada la intensidad media del mismo.
Otra caracteristica importante que no podemos dejar de mencionar es el corrimiento
nuevamente observado en el pico del grupo aminico, desplazandose de 3302 a 3212 cm’
1 este fenomeno nos indica claramente una interaccién externa en este grupo, en este
caso dada la naturaleza del reticulante se trata de un puente hidrogeno entre la amina y
el Oxigeno del Tripolifosfato.
En esta figura se puede apreciar con bastante claridad que existe diferencia entre los
principales picos de las peliculas de quitosano y las que aparecen en el quitosano

reticulado, corroborando nuestra hipotesis de interaccién puente hidrogeno.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 300
v ] d 1 M 1 1'211I - ]

1134
883

v I bl ]

Transmitancia (%)
@)

1653

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 _ 500
Frecuencia (cm™)

Fig I1I. 14. Espectro FTIR de a)Tripolifosfato de Sodio, b) pelicula de Quitosano/TPP
CP3 y ¢) pelicula de Quitosano CP1
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En la Fig IT1.15 se observa la comparacién de los espectros de las peliculas de quitosano

correspondientes a las peliculas CDP1 y CDP3 en la cual se compara el efecto de la
reticulacion en peliculas de quitosano depolimerizadas, el quitosano en estos casos es de
133.37 kDa. Podemos ver, al igual que en el caso anterior que el pico vinculado a las
amidas a 1653 cm™ desaparece, observamos dos nuevos picos a 1632 cm™ y 1540 cm™
que al igual que en la Fig II1.15 se atribuye a los a la vibracién de flexién de la amina y
a la vibracién de tension de la amina protonada. El espectro nuevamente mostrd un
pico a 1206 cm™ y 1151 cm™, otra vez, se observa el pico atribuido al enlace P—O—~P a
889 cm’.
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

I v J v 1 v ] v I v L] v i

1211
134

883

L)
e’

3376

1653

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
‘ Frecuencia (cm™)
Flg L. 15 Espectro FTIR de a)Tripolifosfato de Sodio, b) pelicula de Quitosano

" depolimerizado/TPP CDP3 y c) pelicula de Quitosano depolimerizado CDP1

En la Fig 1I.16 y IIL.17 se observa la comparacién de los espectros infrarrojo del
extracto de maiz morado (antocianinas), pelicula de quitosano reticulada con TPP
cargada y no cargadas con antocianina, en primer lugar vemos los picos principales en
el espectro de las antocianinas, la banda de 3374 cm™ es atribuida a la vibracién de
tension del grupo O-H, el pico a 2929 cm™ es atribuida a la deformacion de tension del
enlace C-H del anillo aromético, los picos a 1610 y 1452 cm™ corresponden a la
vibracién tensién de los dobles enlaces C=C, los picos a 712 y 823 cm™ corresponden a
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la vibracién de tension de los grupos de disustitucion meta y el pico a 763 cm-1

corresponden a la vibraciéon de tension de la disustitucion orto, otra cosa que es
importante recalcar es la presencia de un pico de intensidad mediana a 1718cm™que
corresponde a la vibracion de tension de un grupo carbonilo, si bien recordamos las
antocianinas en general no presentan el grupo carbonilo en su estructura, sin embargo
también recordamos que estas pueden degradarse cambiando su estructura a la forma
chalcona, en cuyo caso, estd presente el grupo carbonilo, esto nos indica que en nuestro
caso las antocianinas presentan una degradacion en la muestra tomada. Se puede
apreciar en este mismo grafico que los picos principales en la pelicula
Quitosano/Tripolifosfato también se encuentran en la pelicula cargada. Los principales
picos correspondientes a los grupos caracteristicos de las antocianinas tales como el
oxidrilo y otros estan superpuestos con los oxidrilos y aminas propios de las cadenas
poliméricas; la baja concentracion de antocianinas en la pelicula no es perceptible en el
espectro, por lo que las diferencias no son tan apreciables. Los picos cercanos a 1209
1152 y 890 cm™ nuevamente aparecen para confirmarnos la interaccién con el
tripolifosfato en todas las peliculas.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

L) ¥ 1 v I v ¥ v I v 1 v I

3215

4000 3500 3000 2500 . 2000 1500 1000 500
Fig III. 16: Espectro FTIR de a) Antocianinas, b) pelicula de quitosano reticulado con
Tripolifosfato CP12 y cargado con Antocianinas, ) pelicula de quitosano reticulado con
Tripolifosfato CP3
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El mismo fenémeno ourre en el caso de las peliculas preparadas con quitosano

depolimerizado, no existe diferencia apreciable en los espectros de Quitosano/TPP
cargado y sin cargar con antocianinas, nuevamente la baja concentracién y la
proximidad de los principales picos hacen que las antocianinas no sean perceptibles.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

T v T ¥ T T T y T T T T T

3374

1 2 1 M 1 M 1 L 1 M 1 M L

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Fig III. 17. Espectro FTIR de a) Antocianias, b) pelicula de quitosano despolimerizado
reticulado con Tripolifosfato CDP8 y cargado con Antocianinas, ¢) pelicula de
quitosano despolimerizado reticulado con Tripolifosfato CDP3
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2.4  Anilisis Termogravimétrico:
Los termogramas obtenidos de las peliculas de quitosano se muestran a continuacion.
LaFig II1.18 muestra el analisis de una pelicula de quitosano y una de quitosano
depolimerizado

100

- 0.8
4 0.6
~ 50 4 -4 04
-4 0.2
Residuo: -‘°-':‘n LYY ¥ ¥ LY SUurrU iR S PR LK 0 0

Residuo: P ,

2 888% 5.044% NG
0 T T LA 1 1 T x T T
0 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Fig III. 18. Termograma de pelicula de Quitosano CP1 pelicula de quitosano
- depolimerizado CDP1 ‘

Como se puede ver en las curvas termogravimétricas la descomposicion se lleva a cabo
en tres eventos térmicos diferentes. El primero se lleva a cabo entre temperatura
ambiente y 143 °C que corresponde a la perdida de agua, de todas las moléculas
enlasadas al quitosano, luego entre los 143 °C y 430 °C aparece la degradacion causante
de la depolimerizacion térmica del polimero, el fendmeno continia hasta la termo-
oxidacién de la pelicula entre los 430 °C y 700 °C aproximadamente. El quitosano
presenta residuo inorganico al término de la descomposicidn, propios de diferentes
fuentes implicadas en el proceso, tales como los residuos inorgénicos encontrados en el
solvente, asi como los residuos inorganicos del propio polimero.

En la Fig III. 19 se observan los termogramas de las peliculas de quitosano reticuladas
con tripolifosfato a diferentes concentraciones, lo primero que debemos destacar es que
los eventos térmicos son muy similares, el primero que abarca de la temperatura
ambiente hasta a 157 °C corresponde a la perdida de agua, se puede ver que en el caso
del CP11, la pérdida de agua ocurre en dos eventos térmicos, la primera pérdida ocurre
en las moléculas de agua que estan absorbidas en el quitosano, después ocurre la
pérdida del agua que estd en interaccion electrostatica con el Tripolifosfato, es
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reconocida debido a que la energia necesaria para evaporarla es mayor, dicho fenémeno

ocurre solo en este caso dada la alta concentracion de Tripolifosfato en esta pelicula;
siguiente evento térmico comprende de 157 °C a 562 °C corresponde nuevamente a la
depolimerizacion del quitosano, como se puede apreciar en la Fig. II1.19 los picos de las
derivadas del peso son practicamente los mismos, por lo que podemos afirmar que el
quitosano presente se despolimeriza normalmente, el ultimo evento térmico corresponde
a la termo-oxidacion de la materia organica, esta sufre una prolongacion en el intervalo
de temperatura de descomposicion de 562 °C a 979 °C aproximadamente, que es
mucho mayor que el de una pelicula en la cual solamente se tiene quitosano, dicho
fenémeno nos sugiere que existe una nueva energia invertida en la ruptura de una fuerza
extra que retrasa la descomposiciéon normal de la pelicula, en este caso, la fuerza
causante es la interaccion puente de hidrégeno entre los oxigenos del tripolifosfato y las
aminas protonadas de los mondmeros del quitosano; mediante este andlisis se pone en
evidencia nuevamente la formacion del complejo Quitosano/Tripolifosfato.

Otra contribucion de este andlisis es la determinaciéon del grado de reticulacion en los
termogramas analizados, la cantidad de residuos presentes en las peliculas corresponde
al grado de materia inorganica presente, perteneciente a las cenizas de la pelicula y al
Tripolifosfato de Sodio utilizado como reticulante.

Tomamos los porcentajes de residuos de los espectros y los comparamos de acuerdo a la
concentracion de Tripolifosfato utilizado en la interaccion, cabe resaltar que el método
planteado sélo nos da una idea del grado de reticulacion de las peliculas analizadas en el
termograma

Tabla III.16. Grado de reticulacionde peliculas de quitosano/TPP

Pelicula Concentracion Residuos (%) Grado de
de TPP (%) Reticulacién (%)
B cP1___- - 0 288 . . 0 .
CP8 5 13,16 10,28
P ICP . TS 1874 0 1586 .
CP11 10 25,14 2226

Mediante la Fig IT1.20 podemos a controlar la cantidad de reticulacién deseada en la
pelicula de quitosano, basta con utilizar la ecuacién del grifico, y determinar la
concentracion de tripolifosfato a requerida.
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Fig IIL. 19. Termograma pelicula de Quitosano reticulado con tripolifosfato 5% CP8, 7.5% CP10y 10% CP11
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Fig I11. 20. Grado de reticulacién en funcion de la concentracion de Tripolifosfato

En la Fig II1.21 se muestra el termograma de una muestra de Tripolifosfato, como se
puede ver el fendmeno ocurre en 5 etapas, la primera que comprende entre la
temperatura ambiente y 60 °C corresponde a la primera perdida de agua,
correspondiente a el agua fisiabsorbida con del Tripolifosfato, la segunda etapa
comprendida entre 60 y 73 °C corresponde a el agua quimiabsorbida con el
Tripolifosfato en este caso con algin tipo de interaccion electrostatica débil, la siguiente
etapa entre 73 y 94 °C corresponde a la pérdida del agua enlazada por medio de puente
hidrégeno con el Tripolifosfato. La cuarta etapa comprendida entre 94 y 301 °C
corresponde a la rapida degradacion del Tripolifosfato, en este caso la materia perdida
es el oxigeno de su estructura, después de esta etapa se forma el P4O;¢ y este compuesto
se mantiene estable hasta casi 751 °C en donde empieza su Ultima degradacion, que
corresponde a una pequefia liberacion de oxigeno para cambiar la configuracion del
oxido a P4Og, etapa que termina en 900 °C, donde finalmente termina el termograma.

En la Fig I11.22 podemos observar el termograma de una muestra de antocianinas. Los
eventos térmicos en este caso son tres, el primer es el atribuido a la perdida de agua,
evento comprendido entre temperatura ambiente y 118 °C, el segundo evento térmico
empieza en 118 °C y continua hasta 332 °C, en donde aparece acoplado un tercer evento
hasta 671 °C, estos representan la descomposicién de las antocianinas, perdida de
‘oxidrilos en forma de agua de la estructura y posterior descomposicion de toda la
- materia organica presente. Hay que resaltar que esta muestra posee una cantidad de
5,640% de residuos inorganicos, que indican la presencia muy probable de alguna sal u
otro compuesto en las antocianinas.
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Para poder estudiar y analizar los fendmenos existentes en la degradacion térmica de

una pelicula de quitosano cargada y reticulada con Tripolifosfato tenemos la Fig I11.23 y
II1.24. En la primera grafica podemos observar una primera degradacién entre la
temperatura ambiente y 163 °C correspondiente a la perdida de agua, el segundo evento
térmico comprendido entre 163 y 504 °C corresponde la degradacion de
despolimerizacién de las cadenas de quitosano en la pelicula, junto con degradacién
parcial de las antocianinas. Podemos notar que la perdida de oxigeno del Tripolifosfato
a una temperatura promedio de 112 °C no se presenta ya que esté esta protegido por el
enlace de puente hidroégeno existente con las aminas del quitosano. También notamos
que la segunda degradacion de las antocianinas que ocurre a una temperatura promedio
de 487 °C ha sufrido un corrimiento ya que el tercer evento térmico de nuestra pelicula
presenta un intervalo de 504 a 731 °C, que indica que la degradacion de las antocianinas
esta térmicamente impedido por una fuerza de interaccién intermolecular, este ultimo
fenomeno nos hace pensar que el ambiente electronegativo generado por la
deslocalizacion de electrones en la estructura de la antocianina sufre una interaccion con
las aminas protonadas del quitosano, generando asi un corrimiento en dicho evento
térmico. El ultimo evento presentado comprende de 731 a 963 °C que segtin el espectro
de quitosano debi6 ocurrir a 618 °C aproximadamente, ahora nos confirma la existencia
de la interaccion de puente hidrogeno entre las aminas de quitosano y el oxigeno de
Tripolifosfato, una vez quebrada la interaccién la materia restante se degrada junta
mediante una termooxidacion.

La Fig II1.24 presenta el mismo fenémeno explicado anteriormente, solo que esta vez la

.pelicula utilizada ha sido preparada con quitosano despolimerizado, los eventos
térmicos nuevamente son cuatro, el primero entre la temperatura ambiente y 173 °C
atribuido a la perdida de agua, el segundo entre 173 y 488 °C corresponde a la
depolimerizacion del quitosano, el tercero entre 488 y 700 °C corresponde a la segunda
degradacion de las antocianinas, el cuarto evento comprendido entre 700 y 927 °C
atribuido a la ruptura del enlace puente hidrogeno y degradacion de la materia orgénica
restante.

Podemos ver que en estos fenomenos no existe diferencia apreciable entre las peliculas
preparadas con quitosano y quitosano depolimerizado, los espectros y eventos térmicos
son similares, esto nos hace pensar que el entrecruzamiento en la preparacion de la
pelicula no depende del peso molecular y que probablemente la liberacién presente
eventos similares.
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2.5 Estudio de Hinchamiento:

Es necesario realizar un estudio del grado de hinchamiento de las peliculas en el medio
en el que se realizan los estudios de liberacion in vitro, puesto que su comportamiento
en dicho medio va a afectar a la liberacion del farmaco. El hinchamiento de las peliculas
de quitosano y TPP dependerd del pH del medio de liberacion, debido a que las
interacciones electrostaticas existentes entre ambos polianiones estan controladas por el
pH del medio. Se estudio el efecto de la concentracion de TPP, el tiempo de
entrecruzamiento y el grosor de la pelicula sobre el hinchamiento de las peliculas en
ausencia de las antocianinas, utilizando PBS a pH 6,5. El hinchamiento se determind
- por la ecuacion 1.17:
M-M,

W= e
donde M es el peso de la pelicula a un tiempo t y Mo es el peso de la pelicula antes del
proceso de hinchamiento.

2.5.1. Efecto de la concentracién de tripolifosfato sobre el grado de hinchamiento.
En la Fig III. 25 se muestras los perfiles de hinchamiento de las peliculas CP1, CP3,
CP6 y CPS8, cuya diferencia unicamente es la concentracion de Tripolifosfato utilizado
para entrecruzar el polimero, en este caso 0, 1, 2 y 5% p/v respectivamente. La pelicula
CP1 no entrecruzada presentd6 un grado de hinchamiento de 0.81, mientras que las
peliculas reticuladas con soluciones de TPP al 1, 2, y 5% (p/v) presentaron un grado de
hinchamiento més bajo, 0.42, 0.42 y 0.40 respectivamente, esto nos hace pensar que la
interaccion idnica entre el quitosano y el TPP nos dio lugar a una matriz que impidi6 la
entrada del agua, por este motivo las peliculas se hincharon menos. Por otra parte el
hinchamiento no fue significativamente distinto, son practicamente los mismos para las
concentraciones estudiadas en este caso. Esto puede deberse a que la reticulacion con
1% (p/v) de TPP diese lugar a una matriz lo suficientemente entrecruzada como para no
permitir la entrada de agua.
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Fig IIL. 25. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano (1% p/v) entrecruzadas
con 0, 1,2 y 5%(p/v) de TPP, en PBS (pH 6,5) a 37 °C y 100 rpm de agitacion.
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También comprobamos en la Fig I11.26 que las peliculas de quitosano depolimerizado
poseen un comportamiento similar que sus homdlogos de alto peso molecular. La
pelicula CDP1 no entrecruzada presenté un grado de hinchamiento de 0.66, mientras
que las peliculas CDP3, CDP6 y CDP7 reticuladas con soluciones de TPP al 1, 2, y 5%
(p/v) presentaron un grado de hinchamiento mas bajo, 0.48, 0.47 y 048
respectivamente. Por lo tanto, podemos concluir que el entrecruzamiento de las
peliculas con polianiones da lugar a un bajo grado de hinchamiento, y este hecho
favorecera el control de la liberacién de compuesto encapsulado.
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Fig IIL 26. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano depolimerizado (1%
p/v) entrecruzadas con 0, 1, 2 y 5%(p/v) de TPP, en PBS (pH 6,5) a 37 °C y 100 rpm de
agitacion.

2.5.2. Efecto del tiempo de entrecruzamiento sobre el grado de hinchamiento.

La Fig II1.27 y Fig II1.28 muestra el hinchamiento de las peliculas CP2 y CP3,
entrecruzadas con 1% (p/v) de TPP a pH 6,5 y sometidas a distintos tiempos de
entrecruzamiento (0,5 y 1 hora). El grado de hinchamiento a 45 minutos, para las
peliculas sumergidas en la solucién de TPP durante 0,5 y 1 hora fue de 0,46 y 0,42,
respectivamente. Como se puede observar, un aumento del tiempo de
entrecruzamiento provocé una ligera disminucion del grado de hinchamiento,
aunque no existen diferencias significativas entre los perfiles de hinchamiento. Lo
mismo sucede en el caso de las peliculas con quitosano depolimerizado CDP2 y
CDP3, en donde los grados de hinchamiento a condiciones similares son 0,56 y 0,48
para 0,5 y 1 hora de reticulacion,
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Fig III. 27. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano (1% p/v) entrecruzadas
con 1%(p/v) de TPP durante 0.5 y 1 hora, en PBS (pH 6,5) a 37 °C y 100 rpm de
agitacion.
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Fig III. 28. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano depolimerizado (1%
p/v) entrecruzadas con 1%(p/v) de TPP durante 0,5 y 1 hora, en PBS (pH 6,5) a37°Cy
100 rpm de agitacion.

2.5.3. Efecto del espesor de las peliculas sobre el grado de hinchamiento

En la Fig I11.29 y Fig II1.30, se puede apreciar el efecto del espesor en la reticulacion de las
peliculas, para eso se compara las peliculas CP3 y CP5, en las cuales se utilizé diferente
- volumen de solucion de quitosano para prepararlas, 25 y 50 mL respectivamente, estas son
correspondientes a un espesor de 0,1 y 0,05 mm. Como se puede apreciar las peliculas de 25
mLy 50 mL poseen un grado de hinchamiento de 0,42 y 0,39 respectivamente, podemos
deducir que la pelicula CP5 demora un poco mas en dejar pasar el agua al interior de la
matriz debido al mayor espesor que posee, comparada con su homologa mas delgada. El
mismo efecto se aprecia para las peliculas CDP3 y CDP5 cuyos grados de reticulacién son
0,48 y 0,46.
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Fig IIL. 29. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano 25 mL (CP3) y 50 mL
(CP5) al 1% p/v entrecruzadas con 1%(p/v) de TPP durante lhora, en PBS (pH 6,5) a
37°C y 100 rpm de agitacion.
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Fig IIL. 30. Grado de hinchamiento de las peliculas de quitosano depolimerizado 25 mL
(CDP3) y 50 mL (CDP5) 1% p/v entrecruzadas con 1%(p/v) de TPP durante 1 hora, en
PBS (pH 6,5) a 37 °C y 100 rpm de agitacion.
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2.5.4. Efecto del peso molecular de las peliculas sobre el grado de hinchamiento:

Como se pueden apreciar en las comparaciones de las figuras del estudio de hinchamiento,
para los casos presentados las condiciones son similares, por cada efecto se compara
quitosano con quitosano depolimerizado, podemos resumir los resultados en el siguiente
cuadro.

Tabla IIL.17. Grado de hinchamiento de peliculas de quitosano y quitosano reticulado

Pelicula Grado de Pelicula de Grado de
de Hinchamiento quitosano Hinchamiento
gquitosano depolimerizado
fﬂcpl 0,81 ... 1. CDP1 0,66 ' ;
CP2_ 046 CDP2 0,56
[ 'CcP3 = 042 - CDP3 - """ 048 "]
CP5 0,39 CDP5 0,46
[_CP6 - 042 .~ CDP6 . - 047
CP8 0,40 CDP7 0,48

Como podemos apreciar casi, todas las peliculas de quitosano preparadas
correspondientes al quitosano y quitosano depolimerizado presentan hinchamientos
similares, las condiciones en las comparaciones fueron similares. La variacién en el
hinchamiento es bastante bajo, no existe mucha diferencia en los hinchamientos de las
peliculas preparadas, el entrecruzamiento producido por el quitosano y el tripolifosfato
es practicamente el mismo, el pequefio aporte del menor peso molecular genera una
mayor movilidad en las cadenas de quitosano, logrando asi una mayor entrada de agua 'y
por lo tanto un mayor hinchamiento, pero este efecto es poco apreciable como para ser
considerado, estos resultados nos hacen pronosticar efectos similares, para la liberacién
de las antocianinas en estudio.

2.5.5. Modelo Cinético: -

Los perfiles de Hinchamiento se ajustaron a la ecuacién de Schott (1.16).

| | ==A+Bt |

Donde 'W representa al hinchamiento en el tiempo t y B es el inverso del hinchamiento
maximo.

Como se observa en las Fig I11.31 y 1I1.32, los ajustes presentaron altos coeficientes de
correlacion (R*>>0.99). Por consiguiente, el proceso de hinchamiento de estas peliculas
esta gobernado por la relajacion de las cadenas del polimero. Como se vid en los
fundamentos tedricos, los materiales que se ajustan a la ecuacién de Schott siguen una
cinética de 2do orden [47], esto quiere decir que la cantidad de agua que se incorpora a
la.matriz de quitosano estd gobernada por la ecuacién 1.16 hecho que cumplen los
resultados de este apartado.

Dependiendo de los valores obtenidos en la constante B, podemos deducir el
hinchamiento maximo alcanzado en las peliculas, como podemos ver en las Fig IT1I 30 y
III.31 estas son muy similares, por lo que muy probablemente encontraremos
comportamientos similares 0 my poco apreciables en la liberacion del farmaco.
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Fig I11. 31: Perfiles de hinchamiento de las peliculas de quitosano 1% p/v entrecruzadas
con 1%(p/v) de TPP durante 1 hora, en PBS (pH 6,5) ajustados a la ecuacion de Schott.
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Fig III. 32. Perfiles de hinchamiento de las peliculas de quitosano depolimerizadas 1%
p/v entrecruzadas con 1%(p/v) de TPP durante 1 hora, en PBS (pH 6,5) ajustados a la

ecuacion de Schott.
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2.6  [Ensayo citotoxico:

Se tomaron los datos de viabilidad celular en muestras de peliculas de quitosano, en este
caso CP1 y CP3, la finalidad de este ensayo es verificar la citotoxicidad de las peliculas
preparadas, como un indicativo de la viabilidad aplicativa del trabajo en sistemas
bioldgicos.

Tabla II1.18. Resultados de ensayo de citotoxicidad
Viabilidad Celular * cv

Concentracion del

extracto (%) Control Control Pelicula  Pelicula
negativo positivo CP1 CP3
100 100 £ 09 20+ 10 95+04 100+14
Ve 80 e ae s 65203. 0. 100 £ 04 . 87204 0 - . T76x16: |
25 68 + 09 100 £ 17 77+05 91+03
Lo o128 o~ - -100+£14 = - 984 16- - 89+06 . - 65x04 - |
6.25 96 * 14 97+ 16 90+14 80+14

Como podemos ver en la Fig I1.33, las peliculas de quitosano no emiten ningun
compuesto toxico, incluso se puede observar proliferacion de las células en algunos
datos, pero no estan consideradas en la Tabla II1.18, lo mismo se puede ver en le caso de
la pelicula CP3, en cuyo caso la pelicula presenta una reticulacion con tripolifosfato al
1% durante 1 h. Con estos resultados podemos ver que las peliculas de quitosano
preparadas no presentaran ningun dafio en un sistema vivo al cual se le quisiera aplicar
la pelicula para un fin determinado.
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Fig IT1.33: Curvas de Viabilidad celular obtenidas del ensayo de citotoxicidad
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3. ESTUDIOS DE LIBERACION IN VITRO.

Los ensayos de liberacion se llevaron a cabo en PBS (pH 6,5). Se éstudi6 la liberacion
de antocianinas en peliculas de quitosano, sin embargo antes de presentar las curvas de
liberacion realizamos un estudio del efecto de la degradacion de las antocianinas en los
sistemas de liberacién controlada.

La Fig I11.34 muestra el efecto del tiempo sobre la concentracién de antocianinas en un
sistema anélogo al aplicado en este trabajo para la liberacién de antocianinas, la misma
que fue cuantificado con acido clorhidrico.

Como podemos observar tanto el tiempo, la temperatura, luz y las condiciones de
liberacién provocan una minima degradacion en las antocianinas.
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Fig I1.34. Curva de degradacién de antocianinas en PBS (pH 6,5) a 37 °C y 100
rpm de revolucion.

También hay que considerar que en el proceso generamos una dilucién al sustituir 2 mL
de la muestra por otros 2 mL del buffer, hecho que debe ser considerado en los céalculos
para la construccion de las curvas de liberacion. Las antocianinas se cuantificaron con
HCI, ya que mantiene la degradacién practicamente nula en el periodo de las tres
primeras horas.

‘Una vez considerados estos hechos, presentamos el estudio de los siguientes efectos en
la liberacion in vitro de las antocianinas:

- La concentracion de TPP

- El tiempo de entrecruzamiento

- El espesor de las peliculas

- El peso molecular del Quitosano
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- 3.1. » Efecto de 1a Concentracion:

La Fig I11.35 y II1.36 muestran los perfiles de liberacion de antocianinas en un periodo
de tres horas a partir de peliculas de quitosano entrecruzadas con diferentes
concentraciones de TPP (0, 1, 2 v 5% p/v). Las diferentes concentraciones de TPP
provocaron una reduccion significativa en la liberacién de antocianinas con respecto a la
pelicula sin TPP. Un aumento de la concentracion del agente entrecruzante dio lugar a
una liberacion mas lenta del principio activo observandose que después de 3 horas de

* ensayo, se liberd el 28, 15, 10 y 5% de antocianinas a partir de peliculas de quitosano
reticuladas con TPP cuya concentracion de antocianinas fue cuantificada con el método
espectrofotométrico mostrado en el Anexo 4.
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Fig II1.35. Perfiles de liberacion de Antocianinas de peliculas de quitosano 1% p/v
reticuladas durante 1 hora con diferentes concentraciones de TPP (0%, 1%, 2% y
5%) en PBS (pH 6.5) a 37 °C y 100 rpm de revolucién.

Las peliculas de quitosano depolimerizadas presentaron un comportamiento similar,
obteniéndose una liberacion de 28, 24, 16 y 10% de antocianinas para las peliculas
reticuladas con 0, 1, 2 y 5% de TPP respectivamente.
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Fig II136. Perfiles de liberacion de Antocianinas de peliculas de quitosano
depolimerizado 1% p/v reticuladas durante 1 hora con diferentes concentraciones
de TPP (0%, 1%, 2% y 5%) en PBS (pH 6,5) a 37 °C y 100 rpm de revolucion.
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En la Fig III. 37, se muestra la fotografia de una pelicula de quitosano destruida, la
pelicula inicialmente deja entrar solvente en su matriz, en este caso agua,
posteriormente libera a las antocianinas en forma paulatina, sin embargo a medida que
pasa el tiempo, dicha pelicula termina destruyéndose, y haciéndose pedazos por falta de
-la estabilizacidn superficial que genera el tripolifosfato. Este es un importante indicativo
del aumento de la resistencia mecanica atribuida a la interaccién de puente hidrégeno
del Tripolifosfato.

Los-graficos presentados anteriormente muestran el efecto que presenta la concentracion
de tripolifosfato en la liberacidn, como podemos apreciar un aumento en la
concentracion genera en las matrices preparadas una mayor reticulacién, un menor
hinchamiento, y en este caso un tiempo mas retardado de liberacion de las antocianinas
presentes. -

Por lo tanto, peliculas de quitosano entrecruzadas con TPP presentaron una liberacién
controlada del principio activo utilizado.

Fig IT1.37. Pelicula de quitosano CP12 destruida, cargada con 0.4% de antocianinas,
después de la liberacion de tres horas.

3.2. Eltiempo de entrecruzamiento

Se observaron diferencias en la liberacion en funcion del tiempo de entrecruzamiento en
la solucién de TPP. En la Fig II1.38 se muestran los perfiles de liberacién de peliculas
sumergidas en TPP al 1% (p/v) durante distintos periodos de tiempo (0, 1 y 2 horas).

La cantidad de farmaco liberado fue menor para las peliculas entrecruzadas durante los
diferentes tiempos de entrecruzamiento. A los 180 minutos se liber6 el 28, 15 y 13% del
total de las antocianinas cargadas de las peliculas sumergidas en TPP al 1% (p/v)
durante 0, 1 y 2 horas respectivamente.
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Fig II1.38. Perfiles de liberacion de Antocianinas de peliculas de quitosano 1% p/v
reticuladas con TPP 1% en PBS (pH 6,5) durante 1 y 4 horas a 37 °C y 100 rpm de
revolucion.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los estudios de hinchamiento, ya que
las peliculas que no fueron sometidas a entrecruzamiento presentaron un rapido
hinchamiento y por lo tanto una liberacion mas rapida del fairmaco que las peliculas
entrecruzadas. Esto es debido a que un mayor grado de entrecruzamiento dio lugar a una
matriz mas reticulada y compacta, controlando por tanto el hinchamiento de las
peliculas y la cantidad de farmaco liberado. El efecto es similar para las peliculas de
quitosano depolimerizado entrecruzadas con ftripolifosfato a 0, 1 y 2 horas
respectivamente, que presentaron una liberacion de 29, 24 y 18% de liberacién de la
antocianina ( Fig I11.39). :
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Fig IIL39. Perfiles de liberacion de Antocianinas de peliculés de quitosano
depolimerizadas al 1% p/v reticuladas con TPP 1% en PBS (pH 6,5) durante 0, 1 y 4
horas a 37 °C y 100 rpm de revolucion.
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3.3. Efecto del espesor de las peliculas

Se estudio el efecto del espesor de las peliculas sobre la liberacién de antocianinas. Se
prepararon soluciones de distintos volumenes, 25 y 50 mL, para obtener peliculas de
quitosano de distinto espesor, aproximadamente 50 y 100 um. En la Fig II1.40 se
muestran los perfiles de liberacion de peliculas de diferentes grosores. En los ensayos de
liberacion se observé como, efectivamente, las peliculas de menor espesor liberaron las
antocianinas de forma maés rapida que las peliculas de mayor espesor. Las primeras
liberaron, después de 180 minutos, un 15% del total de antocianinas cargadas, mientras
que las segundas liberaron un 11,6% en 180 min, debido a la mayor distancia que debe
recorrer el farmaco para atravesar la matriz de quitosano y TPP. Lo mismo se observa
en la Fig I11.41 donde peliculas preparadas con quitosano depolimerizado, después de
180 minutos, las peliculas de 25 mL liberan un 24% del total de antocianinas cargadas,
mientras que las de 50 mL liberan 13,6% en 24 horas
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- Fig II1.40. Perfiles de liberacion de Antocianinas de peliculas de quitosano al 1% p/v
con diferente espesor 50 um (CP13)y 100 um (CP15), reticuladas con TPP 1% en PBS
(pH 6,5) durante 1 ha 37 °C y 100 rpm de revolucion.
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Fig IIL41. Perfiles de liberacién de Antocianinas de peliculas de gquitosano
depolimerizadas al 1% p/v con diferente espesor 50 um (CDP9) y 100 um (CDP11),
reticuladas con TPP 1% en PBS (pH 6,5) durante 1 h a 37 °C y 100 rpm de revolucion.
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Efecto del peso molecular del Quitosano

Si observamos de la Fig III. 35 hasta la Fig III. 41 podemos observar el efecto del peso
molecular en la liberacion de las peliculas de quitosano, todas preparadas bajo las
mismas condiciones, diferenciadas inicamente en los pesos moleculares de quitosano
utilizado, en un grupo de 554,22 kDa y en el otro de 133,37 kDa.

Esto nos permite hacer el siguiente cuadro comparativo:

Tabla II1.19. Liberacion de peliculas de quitosano y quitosano reticulado

Pelicula Liberacién Pelfcula de Liberacién
de (%) quitosano (%
quiosano ") depolimerizado )
EsCplz,_ 28 _-CDP8._ 29 ]
CP13 15 CDP9 24
L.CP14 . . 13 - CDPIO- 18 |
CP15 11,6 CDhP11 13,6
[ Cp6 - 10 . - CDP12 16 )
CP17 5 CDhP13 10

Como podemos ver en la Tabla I11.19 las peliculas preparadas a partir de quitosano de
alto peso molecular presentan una liberacién ligeramente mas retardada que sus
homoélogas de menor peso molecular, esto debido a que las peliculas presentan un
menor tamafio en sus cadenas, que como ya se explicé anteriormente generan un mayor
hinchamiento y por lo tanto una mayor liberacion. Estos hechos han sido pronosticados
anteriormente dado el comportamiento similar en la comparacioén de la caracterizacion
de las peliculas preparadas. Nuevamente recalcamos que estas diferencias son poco
apreciables.

Otro fendmeno importante presente en la liberacion de antocianinas en éstas peliculas es
que el porcentaje de liberacion es bajo, llegando solo a 29% en el caso de las peliculas
de quitosano depolimerizadas, en el resto de peliculas, dependiendo del grado de
reticulacion estos valores son menores; lo que indica que el mayor porcentaje de las
antocianinas queda atrapada en la red polimérica. El método de preparacion de estas
peliculas deja atrapada a las antocianinas en una red bien compacta que impide su
salida, adicional a este hecho consideramos una interaccion entre las antocianinas y el
quitosano, ya que como vimos anteriormente en el termograma de las peliculas cargadas
(Fig IIL.25 y IIL26) se puede observar la degradacién de las antocianinas a una
temperatura mayor que lo esperado, lo cual indica claramente una interaccién
intermolecular entre el quitosano y las antocianinas reflejada en la poca liberacion de
este tipo de peliculas. El origen de este enlace intermolecular est en la interaccion de
las aminas del quitosano con la carga negativa generada por la deslocalizacion de
electrones en la antocianina, motivo por el cual es dificil liberar la mayor parte del
compuesto.
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3.4. Ajustes de los perfiles de liberacion a modelos matematicos

Los perfiles de liberacién de las antocianinas se ajustaron a la ecuacién simplificada de
Higuchi (1.25).

Q = KHtl/ 2
Donde Q es la cantidad de farmaco liberado y Kw es la constante de disolucién de
Higuchi, que describe la liberacion por un proceso de difusién basado en la ley de Fick.
Como se puede observar en la Fig 111.42, los coeficientes de correlacién obtenidos para
todas las peliculas CP12, CP13, CP14, CP15, CP16 y CP17 resultaron altos, también en
la Fig I11.43 se muestran los coeficientes de correlacion para las peliculas CDP8, CDP9,
CDP10, CDP11, CDP12 y CDP13, también mayores que 0,91. Esto significa que la
liberacidn del principio activo desde la matriz siguié un mecanismo de difusion.

35 -
30 vy =1.782x +15.78 a)
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< 25 - y=1.031x - 2.988
< R2=0.958
S 20 - y = 1.669x - 3.958 & CP12
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o 15 - BCP13
2
= 10 | ACP16
: X CP17
5 - v=0.720x-3.332
0 0.956
. 9 5 10 15
) T2 (mint/2)
14 -
5 y =1.155x + 0.388 b)
12 - ' 2=0.96
‘ R2=0.960 o
T 10 - )
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S 8 1 R?=0.979
8 o X CP14
2
: OCP15
4 .
2 -
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Fig 111.42. Perfiles de liberacion de antocianinas de peliculas de quitosano CP12,
CP13, CP16, CP17, CP14 y CP15 ajustadas al modelo de Higuchi.
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Fig I11.43. Perfiles de liberacion de antocianinas de peliculas de quitosano CDPS,
CP9, CP10, CP13, CP11 y CP12 ajustadas al modelo de Higuchi.
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Con el fin de determinar el mecanismo de difusién, los datos se ajustaron a la ecuacién
de Korsmeyer-Peppas (1.28 , 1. 29).
M;/My = Kt®

LogM(/M,, = LogK + nLogt
Donde M;es cantidad de farmaco liberado a tiempo t, M., es la cantidad de farmaco que
se liberarfa a tiempo infinito, K es la constante del sistema y »n es el exponente
difusional.
Las Fig. I11.44, III. 45 y III. 46 muestran los ajustes de las peliculas mencionadas
anteriormente al modelo de Korsmeyer-Peppas.
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Fig TI1.44. Perfiles de liberacién de antocianinas de peliculas de quitosano CDPS,
CDP9, CDP10, CDP11, CP12 y CP16 ajustadas al modelo de Korsmeyer-Peppas.
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Fig II1.45. Perfiles de liberacion de antocianinas de peliculas de quitosano CP14,
CP17, CDP12 y CDP13 ajustadas al modelo de Korsmeyer-Peppas.
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Fig II1.46. Perfiles de liberacion de antocianinas de peliculas de quitosano CP13 y
CP15 ajustadas al modelo de Korsmeyer-Peppas.

Los valores obtenidos para el exponente difusional (#) se muestran en la Tabla II1.23.
Las peliculas presentaron un exponente compartido, en el caso de las peliculas que
- presentan valores para n < 0,5 se trata de una un sistema dominado por procesos de
difusién y relajacion de las cadenas poliméricas, asociados a la presencia de poros en la
matriz polimérica y su posterior difusién simultanea a través de la matriz hinchada y a
través de estos poros llenos de disolucion; este es el caso de la mayor parte de los films
~ analizados, CDP8, CDP9, CDP10, CDP11, CP12 y CP16. Las que presentan valores
0,5<n<1,0, son denominados mecanismos de difusién anémalos (no Fickniano), en cuyo
caso aplicable a las peliculas CP14, CP17, CDP12 y CDP13. Las peliculas CP13 y
CP15 presentan un mecanismo de liberacién de Transporte Caso II, que nos pronostica
un tiempo de liberacion elevado. En la Tabla II1.20 podemos ver el resumen de los
ajustes cinéticos en la liberacion de antocianinas en los films preparados

Tabla II1.20: Parametros cinéticos obtemidos del ajuste de los perfiles de liberacion de antocianinas de
las peliculas de quitosano a los modelos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas

) Higuchi Peppas
Peliculas Kn (% .minz) R a R
CP12 1,782 0,936 0,176 0,975
P CPI3 . . 1,669 . ..0972 - . 1075 . - 0942 |
CP14 1,155 0,960 0,694 0,969
[ CPi5_ - 0987 . 0979 - 1,055 .- 0,961 ]
CP16 1,031 0,958 0,357 0,979
[ o CPIT .- . 0720.... .. 0956 ... 0544 - 0964 ;
CDPS 4,947 0,956 0,224 0,915
[ copy 1338 0,921 0243 0940 |
CDP10 1,574 0,967 0,222 0,972
o coemn o 2177 ... .. 0952 . 0354 . -0955 |
CDP12 1,159 0,979 0,556 0,922
[Pz 1009 T 0966 - 0,680 0,940 |
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Tenemos que hacer mencion después de ver el andlisis de la liberacién de antocianinas y
los perfiles de los modelos matemdticos que en este tipo de cargado, la matriz no
consigue liberar todo las antocianinas, pues de los resultados podemos obtener tan solo
una liberacion de 28 y 29% como maéaximo para tan solo 50 minutos, que es el
correspondiente a las peliculas de quitosano sin reticulacion; los demas complejos de
Quitosano/TPP presentan una menor cantidad de antocianinas en el mismo tiempo; este
hecho se puede explicar debido a que el cargado de las antocianinas en la matriz se
realiza en el proceso de preparacién de la misma, dando como resultado un enrejado
muy compacto para la antocianina. Adicional a esto tenemos que agregar la interaccion
entre el quitosano y las antocianinas.

La solubilidad de 1a misma en acido clorhidrico es alta, sin embargo, presenta una
cantidad de particulas insolubles, que luego son atrapadas en las peliculas de quitosano,
estos resultados conlleva a la conclusion de que los perfiles de liberacion presentan un
mecanismode difusion Fickniano en algunos casos y no-Fickniano en otros.
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IV. CONCLUSIONES
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Conclusiones

Los objetivos de esta tesis surgieron directamente del interés del sector farmacéutico para
generar conocimiento en el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de principios activos
para verificar su potencial en caracteres aplicativos. Se han obtenido resultados con
interesantes aportes e innovaciones en el campo de la tecnologia farmacéutica.

De los resultados obtenidos se pueden extraer una serie de conclusiones que se exponen a
continuaciéon y que muestran el potencial empleo de las peliculas de quitosano para la
administracion de farmacos o sustancias con algln principio activo por via topica.

» Se logro caracterizar y depolimerizar quitosano, bajando el peso molecular de 554,22
kDa a 133,37 kDa utilizando el método de despolimerizacién oxidativa con nitrito de
sodio.

> Se obtuvieron peliculas de quitosano de bajo y alto peso molecular, reticulado con
tripolifosfato y cargado con antocianinas por el método de evaporacion de solvente.
Los estudios de espectroscopia de infrarrojo, termogravimetria e hinchamiento,
mostraron que el tripolifosfato reacciona electrostaticamente con el quitosano
mediante puente hidrogeno.

» Las peliculas de quitosano lograron liberaron 29% de las antocianinas cargadas como
maximo en 3 horas, las posteriores reticulaciones con Tripolifosfato retrasan la
liberacion; el efecto del peso molecular en la liberacion no es muy significativo por lo
que las matrices se comportan de la misma forma.

» Los perfiles de liberacion se ajustaron a la ecuacién simplificada de Higuchi. El
principio activo fue liberado siguiendo un mecanismo de difusion.
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ANEXO 1: CONSTRUCCION DE SUPERFICIE DE ACRILICO ADAPTADO
CON UN NIVEL:

Equipos y Materiales:

Plancha de acrilico de 3 mm
Patas de balanza analitica
Tres tuercas

Un nivel de balanza (circular)
Equipo para cortar acrilico

Reactivos Quimicos:

Cloroformo
Pegamento Triz

. Preparacion del pegamento:

Se sumergid un pedazo de acrilico en aproximadamente 100mL de
Cloroformo.

Se dejo reaccionar por 24h, se agito un poco y se diluyo con cloroformo hasta
obtener una voscosidad adecuada para su uso.

Preparacion de la Superficie de acrilico adaptado a un nivel:

el sistema.

Se corto un pedazo de acrilico de 10x10 cm, dos de 1,3 x10 cm, dos de 1,3 x
10,6 cm y tres de 5,5%x4,0 ¢m con un equipo para cortar acrilico.

Se hizo un agujero de 7 mm de diametro en los tres pedazos de 5,5x4,0 cm.
Se pego las esquinas de los otros pedazos con Triz con tal de formar una
cubeta con paredes de 1,3 cm y 10x10 cm de area superficial.

Se reforzo las aristas de la estructura con el pegamento en base de cloroformo.
Se pego los tres retangulos de 5,5x4,0 cm a la base de la cubeta dejando libre
los agujeros. ,

Se pego a la base de la cubeta el nivel de balanza en forma circular.

Se pegaron las tuercas de refuerzo a los agujeros de la estructura.

Se introdujo las patas de la balanza por los agujeros libres, para poder nivelar

Fig V1.1. Superficie de acrilico para la preparcion de peliculas de quitosano
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ANEXO 2: ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO DE ANTOCIANINAS Y
CURVA DE CALIBRACION

Materiales:

- Espectrofotémetro UV-Vis Shimadzu UV-1800
- Balanza Analitica

- Agitador magético

- 01 fiolas de 50 mL

- 06 fiolas de 25 mL

- 01 pipetas graduadas de 10 mL

Reactivos:

- Agua destilada
- Estandar de Antocianias, suministrado por Globenatural Internacional S.A.(Pert)

Soluciones preparadas:

- Solucion de HC1 0.5M

Procedimiento Experimental:

Pesar aproximadamente 50mg de estandar de antocianinas y llevar a 50 mL con HCl
0.5M. Tomar alicuotas de 0.5, 1.25, 2.5, 5 y 12.5 mL y llevar a 25 mL con HCl 0.5M.
hacer un barrido espectral, para determinar la longitud de onda de lectura, y se lee las
absorbancias de las soluciones preparadas como estandares.

Resultados:

En la siguiente Fig VI.2se muestra el espectro visible de las antocianinas, pudiendo
detterminar el pico méaximo para la determinacién de la concentracion de los estandares.
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Fig V1.2. Espectro Visible de antocianinas
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En la Fig V1.3 se muestra la curva de calibracion de los estandares tomados mediante el
método I, asi como la ecuacion para determinar la concentracién de antocianinas

presentes en las soluciones preparadas.

Absorbancia {u.a.)
e o0 o o Ll O
N S [¢)] (] = N F-y [¢)] 0]

o

Equipo: Espectrofotometro
Shimadzu UV-1800

Celda: 1cm

Longitud de Onda: 515,2 nm
Analista: Max Carlos Salazar
Fecha: Febrero 2013

y = 0,0060x + 0,0168
R? = 0,9999
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Concentracién (mg/L)

@ Antocianinas

350

Fig VL.3.Curva de calibracién de antocianinas en HCI
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ANEXO 3: FOTOGRAFIAS DE PELICULAS DE QUITOSANO

Fig VL3. Pelicula de quitosano CP1, en el proceso de entrecruzado con tripolifosfato
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Fig VL6. Pelicula de quitosano CP8, entrecruzado con tripolifosfato 5% durante 1hora,
- después del proceso de entrecruzado con tripolifosfato, antes del secado.
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Fig VL.7. Pelicula de quitosano CP14, cargada con 0.4% de antocianinas antes del
entrecruzado con tripolifosfato

102



Anexos

H -
i o
v i b,
; HE
{ i ‘
[ Ze. i
: - L
i E i

& !

.

e

¢

Fig VLS. Pelicula de quitosano CP14, cargada con 0.4% de antocianinas entrecruzado
con tripolifosfato 1% durante lhora, después del secado.
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Fig VLY. Pelicula de quitosano CP12 destruida, cargada con 0.4% de antocianinas,
después de la liberacion de tres horas.
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Fig VL10. Sistema de liberacién de peliculas de quitosano.
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Fig VI.11. Soluciones extraidas del sistema de liberacion antes de ser medidas.
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