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I. INTRODUCCION

En afos recientes, los polimeros se han convertido en los materiales mas utilizados
y estudiados ya que presentan una amplia gama de propiedades fisicoquimicas que
pueden ser utilizadas en un gran niumero de aplicaciones en diferentes sectores
tanto industriales como en investigacion. El quitosano (CS) es un polimero natural
perteneciente a la familia de los polisacaridos y es uno de los polimeros que ha
recibido mayor atencion debido a su facil obtencidén, sus caracteristicas
estructurales y sus propiedades Unicas. A diferencia de la mayoria de los polimeros
sintéticos, el CS es biocompatible, biodegradable y no es téxico. Por lo anterior, este
biopolimero puede ser utilizado en diversas aplicaciones en el campo bioldgico y

farmacéutico en particular.

Sin embargo, las aplicaciones en las que puede ser utilizado el CS se ven limitadas
por su falta de solubilidad en medios acuosos, medios organicos y en la mayoria de
los disolventes comunes. Esto se debe al alto peso molecular y a los puentes de
hidrogeno presentes en su estructura quimica. EI CS posee una estructura con
amplias posibilidades de funcionalizacién, por lo que, es viable llevar a cabo su
modificacién con la finalidad de mejorar su solubilidad y alterar sus propiedades

fisicoquimicas facilitando su uso como material bioldgico.

Una de las aplicaciones de mayor interés en el sector médico es el tratamiento de
enfermedades, como el cancer, mediante el uso de sistemas de liberacion de
farmacos. En la actualidad, los sistemas de administracion de farmacos
convencionales presentan distintas dificultades para el tratamiento efectivo de
dichas enfermedades. En este sentido, las microemulsiones (sistemas estables
compuestos por la mezcla de aceite, agua y uno o mas agentes anfifilicos) son de
gran interés por sus propiedades Unicas como su estabilidad termodinamica, y su
capacidad de funcionar como sistemas acarreadores de farmacos, ya que pueden
ser cargadas con una gran variedad de agentes activos, tanto hidrofébicos como
hidrofilicos.
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La biodisponibilidad, grado y rapidez con que una forma activa (farmaco o uno de
sus metabolitos) accede a la circulacion y alcanza su lugar de accion, de un agente
activo puede ser potencializada al utilizar un polimero, como el CS, para recubrir las
gotas de la microemulsion en las cuales se encuentra el agente activo. De esta
manera se puede crear un sistema que libere de forma controlada y especifica el
farmaco aumentando su biodisponibilidad y disminuyendo los efectos secundarios
durante el tratamiento. En la presente investigacion se llevo a cabo la modificacion
de CS con un tensoactivo de tipo no i6nico (Brij 35) para su futuro uso en la

preparacién de microemulsiones.

El CS asi como los materiales obtenidos, se caracterizaron mediante diferentes
técnicas como difraccion de rayos X, resonancia magnética nuclear, espectroscopia

infrarroja, analisis termogravimétrico, entre otras.

IIl. ANTECEDENTES

En el siguiente apartado se abordaran topicos relacionados con el CS, su estructura
y propiedades fisicoquimicas, asi como la modificacidon de este para su posterior

uso en el campo farmacéutico.

También, se abordaran temas especificos relacionados con el uso y la formacion de
microemulsiones preparadas a partir de CS modificado para ser utilizadas como

sistemas de liberacion de farmacos.

2.1 Microemulsiones

Una microemulsion es un sistema termodinamicamente estable el cual se encuentra
formado por dos fases inmiscibles (fase oleosa y fase acuosa) en presencia de al
menos un agente emulsificante (tensoactivo; a veces acompafiado de un
cotensoactivo). Las microemulsiones se observan a simple vista como un sistema
homogéneo isotrdpico con baja viscosidad y alta transparencia. La fase dispersa en
una microemulsion son particulas o gotas muy pequefias de entre 5 - 100 nm;
debido a que el tamafio es mas pequeiio que la longitud de onda visible, la solucion

se observa transparente. Las microemulsiones son formadas facilmente de forma
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espontanea y no requieren de mucha energia para ello, sélo la suficiente para

mezclar los componentes.!?

Las microemulsiones son de gran interés en el area farmacéutica ya que poseen
muchas ventajas, como su facil preparacion, estabilidad y su capacidad de ser
cargadas con agentes activos.®>> Debido a sus propiedades particulares, este tipo
de sistemas pueden ser utilizados como vehiculo para la liberacién de farmacos,

por lo que es de gran importancia estudiar sus propiedades a fondo.

2.1.1 Tipos de microemulsiones

Existen tres tipos de microemulsiones.

1. Aceite en agua (o/w). Las gotas de aceite se encuentran dispersas en la fase
acuosa continua.

2. Agua en aceite (w/0). Las gotas de agua se encuentran dispersas en la fase
oleosa continua.

3. Bicontinua. En donde la fase acuosay la fase aceitosa son continuas.

En el primer caso (o/w), la concentracibn de aceite es baja (fase dispersa),
contrariamente en las microemulsiones w/o la fraccion en volumen del agua es baja.
La tercera clasificacion se define para sistemas en los que el aceite y el agua existen
como una fase continua en presencia de una interface estabilizada por un

tensoactivo.®

La formacion de micelas depende de las propiedades del aceite y del surfactante,
de la proporcion aceite-agua y de la temperatura. Las micelas son agregados de
tensoactivo en un medio liquido las cuales son formadas cuando la concentracion
del tensoactivo excede la concentracion micelar critica (CMC): concentracion de
tensoactivo necesaria para formar micelas. En micelas normales los grupos
hidrofilicos (cabezas polares) forman una coraza externa en contacto con el agua,
mientras que las cadenas hidrocarbonadas hidrofébicas (colas no polares) son
dirigidas hacia el interior de la micela. Para la formacion de microemulsiones,
generalmente las micelas son hinchadas con aceite/agua en su interior formando

agregados mas grandes y la presencia del tensoactivo en la capa externa permite
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la estabilizacion del sistema debido a la reducciéon de la tension interfacial entre las

dos fases. 1¢ La Fig.1 muestra un esquema de una micela normal (o/w).

Molécula de tensoactivo oi/\q’\&?i?;;:o
grupo hidrofilico % WD
grupo hidrofébico \ F‘gé%

Figura 1. Esquematizacion de una micela

Las micelas son ampliamente utilizadas en el campo biol6égico por su habilidad de
disolver y transportar sustancias no polares a través de un medio acuoso 0 por su

capacidad de encapsular farmacos poco solubles en agua.

2.1.2 Microemulsiones como sistemas de liberacién de farmacos

Las microemulsiones tienen distintas propiedades que son de gran interés para su
uso como sistema de liberacion de farmacos, algunas de ellas son su estabilidad
termodinamica, su claridad 6ptica y su facil preparacioén; adicionalmente, el uso de
microemulsiones mejora la eficiencia terapéutica del farmaco y permite la reduccién
del volumen del vehiculo de administracion, en consecuencia, se minimizan los

efectos secundarios toxicos.2:37

Las microemulsiones son dispersiones homogéneas de una sola macrofase, pero
con diferente polaridad. Esta diferencia en la polaridad permite la solubilizacion de
materiales tanto solubles en agua como en aceite. Ademas, también es posible
incorporar farmacos anfifilicos dentro de las microemulsiones. En microemulsiones
del tipo w/o el farmaco hidrofilico puede ser incorporado en las gotas de la fase
acuosa, mientras que en las microemulsiones o/w, los farmacos deben ser de

caracter lipofilico para ser incorporados en la fase apolar oleosa. 810

Los sistemas formulados a partir de microemulsiones para ser utilizados como

acarreadores de farmacos pueden administrarse por diferentes rutas entre las
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cuales se encuentra la dérmica, nasal, oral, ocular, parenteral, entre otras. Cada

una de estas rutas posee ventajas especificas.

La ruta oral es la forma mas comun de administracion de medicamentos, sin
embargo, mas de 40 % de los nuevos agentes bioactivos utilizados en farmacia
poseen baja solubilidad en agua lo cual resulta en una dosificacion oral
insatisfactoria. EI uso de microemulsiones puede mejorar significativamente la
biodisponibilidad oral de los farmacos hidrofébicos.'-*2 Generalmente, la formula
es administrada en forma de una capsula suave conteniendo una solucién oleosa

de la droga y el surfactante.

2.2 Quitosano (CS).

El CS es un polimero natural perteneciente a la familia de los polisacaridos y es
después de la celulosa, el polimero mas abundante en la naturaleza y puede ser
encontrado en el exoesqueleto de crustaceos. Ademas, es un polimero catidnico,

lineal y biodegradable y es obtenido mediante la deacetilacion de la quitina (Fig.2).

CHs CHs
o=< OH o=<
HO i O/ﬁ/ HO bl o Quitina
--'-0% HO 0%
NH
OH o= OH
CHg

Deacetilacion
de quitina

CHy
OH o:(
NH, NH .
HO o) O HO o Quitosano
-0 d HO 0 4
NH;
OH OH

Figura 2. Deacetilacion de la quitina.

Este polimero fue descubierto por Rouget en 1859, quien logré obtener un producto
soluble en acidos organicos al someter la quitina en una solucion hirviendo de
hidroxido de potasio. Rouget fue el primero en describir el proceso de deacetilaciéon

de la quitina, a este proceso lo llamo “quitina modificada”. En 1894 Hoppe-Seyler le
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dio por primera vez el nombre de “quitosano”.'* Es también llamado por algunos

autores por el término “aminosacarido” debido a su estructura quimica.

A pesar de que la quitina es encontrada naturalmente en grandes cantidades en un
vasto numero de fuentes, el CS es uUnicamente encontrado naturalmente en
cantidades limitadas. Es utilizado de forma industrial o en investigacion; es
tipicamente obtenido mediante la deacetilacion de la quitina utilizando distintos

tratamientos quimicos.

En la industria, es mayormente extraido de caparazones de cangrejos, camarones
y crustdceos mediante tratamientos acidos, este tipo de tratamientos son dafiinos
para el medio ambiente y no son sustentables.’® En investigacion, el CS es
sintetizado mediante la deacetilacion de la quitina. Este proceso usualmente implica
remover los grupos acetilo de la cadena molecular de la quitina utilizando un
tratamiento de NaOH concentrado en un periodo de tiempo prolongado, de esta
forma los grupos acetilo son sustituidos por grupos amino. La deacetilacion de la
quitina normalmente se lleva a cabo en una atmdsfera inerte para evitar reacciones
alternas como la despolimerizaciéon o la generacion de especies reactivas.'® Es
importante recalcar que la proporcion de unidades monosacaridas del CS dependen

en gran medida del tratamiento alcalino durante la modificacion de la quitina.

Este biopolimero, asi como sus derivados, presenta un gran potencial de

aplicaciones biotecnoldgicas, debido a su origen natural y su elevada disponibilidad.

2.2.1 Estructuray propiedades fisicoquimicas

El CS (Fig.3) es un copolimero constituido por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glucopiranosa y 2-acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa unidas mediante enlaces
glicosidicos p(1-4), y puede presentar diferentes proporciones de N-

acetilglucosamina.l’18
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Figura 3. Estructura quimica del quitosano (CS)

Usualmente tiene un grado de deacetilacion (DD por “deacetylation degree”) mayor
al 50 % y su peso molecular se encuentra entre los 300 y 1000 kDa dependiendo

de la fuente de obtencion de la quitina.

Debido a su estructura Unica, posee una gran variedad de propiedades las cuales
lo hacen de interés en el campo biomédico. Las propiedades fisicoquimicas del CS
dependen principalmente del peso molecular y de la cantidad de grupos reactivos

presentes en su estructura, es decir, su grado de deacetilacion.

Un ejemplo claro de esto es la diferencia que existe entre el CS y la quitina, es decir,
la presencia de grupos amino libres: en el CS permite que este sea soluble en
medios acidos diluidos (pH <6) lo cual facilita su procesabilidad en condiciones leves

de acidez.

Este polimero tiene tres tipos de grupos funcionales reactivos, un grupo
amino/acetamido, asi como, dos grupos hidroxilo primario y secundario (C-2,C-3 y
C-6).1° Los grupos amino son los principales responsables de las propiedades
fisicoquimicas y su disposicién regular permite la formacion de puentes de
hidrogeno lo cual le confiere una estructura rigida y buena estabilidad térmica
(temperatura de descomposicion alrededor de 170 °C).14 Ademas, los grupos amino
pueden ser protonados por ciertos acidos otorgandole una carga positiva lo cual le
confiere un comportamiento de polication que permite explicar algunas de sus
propiedades como por ejemplo su habilidad de enlazarse con sustancias cargadas
negativamente como lipidos, proteinas, colorantes, asi como, su comportamiento
como adherente y absorbente.?° Adicionalmente, los grupos aminos también han

sido correlacionados con las funciones floculantes y biol6gicas que presenta el CS.
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La distribucion aleatoria de los grupos aminos libres a lo largo de la cadena puede

influir en la solubilidad del polimero y en el caracter hidréfobo del grupo acetilo.

Otro factor importante que debe ser considerado es el peso molecular y su
distribucion. EI CS con alto peso molecular (HMWC) forma soluciones con
viscosidades altas y es soluble en condiciones acidas e insoluble a valores de pH
por encima de 6.3 mientras que el oligobmero de CS forma una solucion con baja
viscosidad y es soluble en pH neutro. A diferencia de muchos polisacéridos, el CS
de bajo peso molecular (LMWC) posee carga positiva lo cual le permite formar
enlaces fuertes en superficies cargadas negativamente, esta propiedad es

responsable en gran parte de la actividad biolégica observada en este polimero.®

2.2.2 Grado de deacetilacion.

Se denomina grado de deacetilacion al porcentaje de grupos amino libres presentes
en la cadena del quitosano después del proceso de deacetilacion de la quitina, es
decir, el DD representa la proporcion de unidades de N-acetil-D-glucosamina con
respecto al numero total de unidades del polimero y se puede considerar como una

medida de la pureza del material.?°-23

La quitina parcialmente deacetilada puede encontrarse en la naturaleza, pero
Gnicamente se considera quitosano cuando el DD es igual o superior a 50 %.
Usualmente el grado de deacetilacion se encuentra entre 50 — 98 % pero esto
depende del método de preparacion, el método de deacetilacion utilizado y de la

fuente de obtencion de la quitina. 152122

La importancia del DD radica en su estrecha relacion con las propiedades
fisicoquimicas del CS, un ejemplo de esto es la solubilidad. La solucion acuosa de
CS usualmente presenta una alta viscosidad incluso en concentraciones pequefias.
Un CS con DD entre 55-70 % es definido como CS con bajo grado de deacetilaciéon
y es casi completamente insoluble en agua. Un DD entre 70-85 % es un CS con un
grado de deacetilacidon medio y es parcialmente soluble en agua. Finalmente, un DD
entre 85-95 % se refiera a un CS con alto grado de deacetilacion y posee una buena

solubilidad en agua. 23
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Por otro lado, existen estudios que han demostrado que para lograr una mejor
actividad biolégica, el DD debe permanecer alrededor de 40 %.2° Ademas, el DD
afecta la flexibilidad de las moléculas del CS lo cual influye en los distintos arreglos
de la molécula afectando sus propiedades biolégicas y fisicoquimicas. Algunas de
las propiedades que dependen del DD son la biocompatibilidad, biodegradabilidad,

actividad antibacterial, antifingica, su toxicidad, entre otras.?

En un estudio Trung y col. obtuvieron CS con diferente grado de deacetilacion (75,
87 y 96 %) para la fabricacion de membranas en donde se probd la absorcion de
agua, de grasas y de colorante naranja. Del estudio anterior encontraron que el CS
con DD de 75 % mostré6 mayor capacidad de absorcién de agua debido a su mas
bajo nivel de cristalinidad mientras que las membranas con DD de 87 y 96 %
mostraron mayor capacidad de absorcién debido a la mayor cantidad de grupos

amino presentes en su estructura.?®

2.2.3 Aplicaciones en sistemas de liberacion de farmacos

El CS al ser un material natural de gran abundancia aprobado por la FDA y
ampliamente utilizado en aplicaciones cosméticas, biomédicas y farmacéuticas, ha
atraido la atencién del cientifico farmacéutico para su uso en sistemas de

administracion de farmacos.

Las aplicaciones en las que se utliza este polimero se pueden clasificar
dependiendo de la forma del material polimérico y la manera de dosificacién del
farmaco. Comunmente, se utiliza en forma de micro o0 nanocapsulas,
nanoparticulas, hidrogeles, fibras y nanofibras, en forma de tabletas, peliculas, en

solucién liquida, entre otras.1%26:2

Las nanoparticulas son una de las formas mas populares ya que pueden ser
utilizadas como sistemas acarreadores de farmacos, en donde el ingrediente activo
es disuelto, encapsulado, adsorbido o quimicamente unido a un material que
funciona como medio de transporte. Este tipo de particulas son ideales para el
tratamiento de enfermedades ya que permiten la combinacion de dos factores
importantes: la administracion del farmaco en una zona especifica y la obtencién de

perfiles de liberacion de farmacos 6ptimos.® En las Ultimas dos décadas, el CS ha
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sido extensamente utilizado para la fabricacion de nanoparticulas debido a sus
propiedades unicas. El principal uso que se le ha dado a las nanoparticulas es como
liberador de agentes antibacteriales, antivirales, antifingicos y parasiticida. Los
agentes farmacéuticos mas estudiados como sistemas de liberacién en
nanoparticulas son los anticancerigenos, un ejemplo es la doxorrubicina (DOX).
Mitra y col. sintetizaron nanoparticulas de CS para la encapsulacion de dextrano
con DOX para el tratamiento de tumores cancerigenos. Como resultado obtuvieron

una mejora en la eficiencia terapéutica favorecida por la presencia de CS. 28

Algunos usos alternativos de las nanoparticulas fueron demostrados por Othman y
col. quienes sintetizaron nanoparticulas de CS conteniendo acido ascérbico (LAA)
y timoquinona (TQ) mediante gelacion idnica. Estos autores encontraron que las
nanoparticulas sintetizadas pueden funcionar como sistemas acarreadores

efectivos cuando se requiere transportar mas de un farmaco. 2!

Otra de las formas méas novedosas es el uso de fibras o nanofibras de CS como
sistemas acarreadores de agentes activos (antibidticos, acidos nucleicos,
proteinas). EI CS posee propiedades bactericidas y hemostaticas, las cuales
permiten sanar heridas de forma eficiente. Debido a esto, las fibras de este polimero
han sido consideradas para ser utilizadas como material de vendaje para heridas.
Wang y col. desarrollaron fibras de CS con acido salicilico para ser utilizadas como
base de incorporacion de farmacos.?® Mediante este método, encontraron que el
uso de fibras cargadas con medicamentos permite de forma exitosa la liberacién de
farmacos en zonas localizadas. De igual manera, Celik y col. prepararon fibras de
CS cargadas con ibuprofeno. El estudio in vivo confirmé que 70 % del farmaco fue
liberado de la matriz en un tiempo de 460 minutos. Ademas, este método permite la

liberacién del farmaco de forma controlada y sostenida.3°

El uso de sistemas de liberacion de farmacos basados en micro y nanoesferas
permite incrementar la duracion de su vida util, controlar la velocidad de liberacion
y administrar los agentes activos en zonas especificas. Existen muchos métodos
utilizados para la formacion de las nano y micro esferas incluyendo evaporacion de

disolventes, gelacién idnica, secado por aspersion y sistemas de emulsion,
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microemulsion y nanoemulsion, entre otros. En los sistemas de liberacion de
farmacos basados en la formulacion de microemulsiones, el CS puede ser utilizado
para recubrir las gotas de microemulsion conteniendo el principio activo y mejorar
su biodisponibilidad. Este polimero posee mdltiples ventajas como material de
recubrimiento, por ejemplo, tiene la capacidad de controlar la liberacion de farmacos
por periodos prolongados de tiempo, puede mejorar la carga util del farmaco y tiene
mejores propiedades bioadhesivas en comparacidon con las particulas no

recubiertas.

A pesar de todas las propiedades atractivas, el uso del CS se ve limitado por sus
pobres propiedades mecanicas y su baja solubilidad tanto en soluciones bioldgicas
como en disolventes organicos. Para mejorar la interaccién entre el CS y las
estructuras bio-relevantes, éste puede ser modificado aumentando su
hidrofobicidad para conferirle un caracter anfifilico. EI CS anfifilico puede ser
utilizado para la formacion de sistemas nanoestructurados autoensamblables

Optimos para aplicaciones biomédicas.

2.2.4 Modificacion de CS

Las propiedades Unicas del CS dependen de su composicion quimica y estructural.
El CS tiene en su estructura entre 7-9.5 % de nitrégeno, cuenta con grupos amino
e hidroxilo que le confieren la capacidad de ser hidrofilico y la propiedad de ser
policationico. Ademas, es un polimero altamente cristalino, con fuertes
interacciones intermoleculares, alto peso molecular y alta viscosidad, debido a esto,
posee una baja solubilidad en soluciones neutras/alcalinas y en disolventes

organicos lo cual restringe su uso en aplicaciones biomédicas.

Por todo lo anterior, se han estudiado distintos métodos de modificacién del CS para
mejorar su solubilidad. Afortunadamente, su estructura principal posee grupos
aminos e hidroxilos los cuales pueden ser modificados o injertados con diferentes
moléculas para conferirle propiedades especificas.3® Una forma de alterar sus
propiedades fisicoquimicas es introduciendo ciertas estructuras a la cadena
polimérica. Por ejemplo, puede convertirse a soluble en agua al introducir grupos

funcionales acidicos mediante la modificacion con acido lactobidnico. Otra forma de
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modificacion quimica es por medio de la uniébn covalente de biomoléculas
especificas como oligopéptidos o proteinas. Algunos oligopéptidos de interés
pueden ser directamente unidos al CS por medio de reacciones entre los grupos

carboxilos de los péptidos y los grupos amino del CS formando puentes imida.3?

Otra forma de derivacion es mediante la modificacion hidrofobica de la cadena
hidrofilica del CS que da como resultado derivados de este polimero con caracter
anfifilico. EI CS con carécter anfifilico adquiere la capacidad de formar estructuras
autoensamblables y mejora su interaccion con agentes biorrelevantes. Este tipo de

modificacion puede ser utilizada ampliamente en aplicaciones biomédicas.

2.2.5 Rutas de modificacion

El CS y sus derivados se han convertido en un tema de gran interés especialmente
en el area de los alimentos, cosméticos, ambiental y en el sector farmacéutico y
biomédico. Es importante mencionar que las propiedades de mayor interés han sido
posibles mediante la modificacion de este polimero.

Un gran numero de aplicaciones se han obtenido mediante la modificacion de CS
utilizando la reactividad de sus grupos amino e hidroxilo. Debido a las limitantes
propias de su naturaleza, se ha incrementado el interés en el desarrollo de
estrategias para modificar la estructura quimica de este biopolimero con el objetivo
de mejorar su solubilidad y sus propiedades biolégicas. A continuacion, se describen

algunas de las rutas de modificacion del CS de mayor interés.

Acetilacion

La N-acilacion es el método de modificacion de CS mas estudiado. Este método le
confiere propiedades hidrofobas al injertar diferentes acidos grasos en su
estructura. La modificacion de los grupos amino e hidroxilo del CS mejora su
solubilidad en medios tanto acidos como alcalinos, asi como su biodegradabilidad y
biocompatibilidad y reduce su toxicidad. Este método de modificacion mejora

sustancialmente su eficiencia en aplicaciones biomédicas.33

La reaccién de acilacion se lleva a cabo entre el CS y anhidridos de acido o haluros

de acilo (Fig.4). La reaccion toma lugar en los grupos amino e hidroxilo del CS.

Pagina | 18



Maestriav en Tecnologiow de Polimeroy

i conacr | €

Cuando la acilacién se lleva a cabo en el grupo amino, se le llama N-acilacion y
cuando la sustitucidén sucede en el grupo hidroxilo se conoce como O-acilacion. El
proceso se realiza en presencia de acido acético/metanol, metanol/etanol, piridina,
dicloroetano/acido tricloroacético o formaldehido/metanol.34

(o]
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Figura 4. Produccién de derivados de CS por N-acilacién.3®

Carboxiacilacién

El N-succinil quitosano se prepara mediante la formacion del carboxiacilo al
introducir anhidridos ciclicos al CS. Entre estos anhidridos, la reaccion del anhidrido
succinico con el CS en medios de dimetilsulfoxido o &cido acético/metanol se
produce el N-succinil quitosano (NSC) con un grado especifico de succinilacion. El
NSC posee una excelente solubilidad con pH < 4.5 y >7. Su solubilidad en
ambientes acidos se debe a la protonacién de los grupos amino, mientras que en
medios basicos se debe a la formacion de iones carboxilatos (-COO). Sin embargo,

es insoluble en pH entre 4.5y 6.8. 36

Por otro lado, el O-succinil quitosano posee propiedades similares al NCS y su

proceso de formacion es menos comun. Zhang y col., establecieron un proceso de
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preparacion de O-succinil quitosano soluble en agua. El proceso involucra la
proteccion de los grupos aminos con grupos ftaloilo en dimetil formamida.
Posteriormente, se introducen grupos succinicos seguido de la eliminacién de los

grupos ftaloilo.%’

Cuaternizacion

Muchos autores han demostrado la posibilidad de modificar la carga positiva (NH3*)
del CS para hacerlo soluble en un mayor intervalo de valores de pH asi como en
medios neutros y ligeramente alcalinos. La cuaternizacién es uno de los métodos
utilizados para mejorar la solubilidad del CS en agua. EI CS comUnmente se
mantiene cargado positivamente a pH < 6.5, mientras que el CS cuaternizado

permanece positivo en pH por encima de 6.5.33

El CS cuaternizado es ampliamente investigado por sus propiedades biolégicas y
por sus posibles aplicaciones biomédicas y en liberacion de farmacos.3® EI N,N,N-
trimetil CS (TMC) es el CS cuaternizado mas estudiado. El TMC es obtenido por
dos reacciones consecutivas (Fig. 5), la primera se lleva a cabo entre el yoduro de
metilo (CHsl) y el CS en presencia de N-metil-2-pirrolidona (NMP) y la segunda
sucede al cambiar iones de yoduro por iones de cloruro utilizando una resina de
intercambio i6nico.3® Se pueden obtener varios tipos de CS cuaternizado

modificando el largo de la cadena haluros de alquilo.

HOH.C HOH,C intercambia idnico HOH,G,
: 0 NaOH, Nal 0 o
o O+ CH] ————— ™0 ~ —= T 0
HO 60°C NMP HO HO
NH, | N+(CH,),, or N+(CH,),
Quitosano Yoduro de trimetil quitosano Cloruro de trimetil quitosano

Figura 5. Sintesis de N,N,N trimetil-quitosano.4°

Sulfatacion
La sulfatacion del CS y derivados genera importantes propiedades biolégicas las

cuales han sido aplicadas en diferentes areas desde adsorcion de iones metalicos
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hasta sistemas de liberacion de farmacos. La sulfatacion de CS se prepara
utilizando diferentes reactivos incluyendo el acido clorosulfonico (HSOsCI), acido
sulfarico, SOz o acido sulfamico (Fig. 6).4° Desafortunadamente, la sulfatacién del
CS carece de estudios exhaustivos y se ha encontrado que la sulfatacién afecta la
posicion y el grado de sustitucion por lo que normalmente se obtienen diferentes

patrones con la misma metodologia. 3

OH

HO s]
NH;
080y OH OH 080,
) 0 D D
HO o _ o HO o HO )
NH; 0,80 NHg NHSOy' NHSOy:
| 11 111 Y

Figura 6. Estructura quimica del CS modificado con diferentes grupos sulfato. (I) 6-O- CS
sulfatado (C-6); (II) 3-O CS sulfatado (C-3); (Ill) 2-N- CS sulfatado (C-2) y (IV) 2-N, 6-O CS
sulfatado (C-2y C-6). 4

Entrecruzado
Otro método de modificacion de CS es mediante el entrecruzamiento. La

preparacion de CS entrecruzado requiere el uso de agentes quimicos especificos
para ligar las cadenas y crear una red macromolecular tridimensional. EI CS
normalmente se entrecruza mediante enlaces covalentes en presencia de derivados
de aldehidos en medios acidos o basicos.?® El glutaraldehido (GTA) es el agente de

entrecruzamiento mas utilizado en este método. El proceso se lleva a cabo mediante
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una reaccion de condensacion entre el aldehido y la amina primaria del CS en

presencia de hidrégeno (Fig.7).4142

CHQOH HO NH; .
0"
o

HOH,C NHCOGH, CH0H
CHO
§ (GTA)
CHO
CH;0H NHCOCH, CH,0H

% CH,OH §

HO N
0
0 (o)
Q
HOH,C
NHCOCH; CH50H

Figura 7. Reaccion de entrecruzamiento entre CS y glutaraldehido (GTA).#?

Injerto

Otra forma de modificar CS es mediante la formacion de derivados funcionales al
injertar una molécula en el esqueleto del CS por medio de enlaces covalentes. El
CS posee dos grupos reactivos en los cuales se puede hacer el injerto. Los grupos
amino libres de las unidades deacetiladas y en el grupo hidroxilo en el carbén C3y
C6 de la unidad acetilada y deacetilada.*! El injerto del CS permite mejorar de forma
considerable algunas de sus propiedades como la solubilidad y la actividad
antibacterial. Molatlhegi y col. describieron la sintesis del CS injertado con
poliacrilamida y su uso como floculante y absorbente en caolin. En este caso, el CS
es tratado con el iniciador quimico nitrato de amonio cérico ((NH.). Ce(NOs)s) el cual
abstrae un hidrégeno del grupo amino del CS, generando un radical libre el cual
reacciona con el doble enlace de la acrilamida logrando de esta manera su injerto

en el CS (Fig. 8). El trabajo anterior mostrO una mejora considerable de las
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propiedades absorbentes y floculantes del CS injertado con poliacrilamida en

comparacion con el CS original.#344

OH OH
(NH,),Ce(NO;);

Figura 8. Esquema de la sintesis del CS injertado con poliacrilamida.*?

Xiong y col. sintetizaron varios copolimeros de CS injertado con distintos grados de
Brij mediante una reaccion de amidacion de dos pasos en la cual se forman enlaces
amida entre el quitosano y el Brij-20. Los resultados obtenidos de la modificacién
demostraron un incremento en las propiedades fisicoquimicas del CS, ademas de
una mejor solubilidad en soluciones acuosas especialmente en condiciones neutras

y alcalinas. %°

2.2.6 Sistemas formados a partir de CS modificado

Recientemente, diversos autores han propuesto la encapsulacion de agentes
bioactivos mediante el uso de polisacaridos solubles en agua.**4647 Estas
investigaciones han demostrado que la utilizacion de estos materiales permite
incrementar la capacidad de cargado de farmacos hidrofilicos, transportarlos a sitios
especificos y reducir riesgos de toxicidad. Uno de los polisacaridos de mas interés
para el desarrollo de sistemas de encapsulacion de farmacos es el CS. Este material
presenta propiedades bactericidas, hemostaticas y anticancerigenas muy Utiles

para aplicaciones biomédicas. El uso de derivados de CS modificado
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hidrofébicamente permite la facil formaciébn de nanomicelas estables en medios

acuo0so0s.48-52

Dado que la presente investigacion busca hacer uso de las propiedades del CS
modificado para su potencial aplicacion en microemulsiones como sistemas de
liberacion controlada de farmacos, es importante mencionar algunas de las

investigaciones previas relacionadas al tema:

* En 2011, Zhu y col. sintetizaron micelas de CS con grupos folato para la
liberacion focalizada de farmacos anticancerigenos (fluoresceina e
indocianina verde). Las micelas formadas mostraron una capacidad de carga
de alrededor de 12 %. Ademas, la modificaciébn con folato favorecié su

capacidad de focalizarse en receptores folatos de tumores. 53

* En 2017, Yurong y col. desarrollaron un sistema micelar basado en CS
injertado con ciclodextrina (CS-g-CD) y poli(e-caprolactona) terminada en
benzimidazol para liberacion controlada de farmacos. Las micelas fueron
cargadas con doxorrubicina (DOX) mediante interacciones hidréfobas. La
eficiencia de encapsulacion de DOX fue de 75 %y la liberacion fue realizada

en pH neutro.>

* En 2018, Almeida y col. prepararon micelas anfifilicas autoensamblables
basadas en CS injertado con policaprolactona (CS-g-PCL). Las micelas
fueron cargadas con paclitaxel (PTX) para lograr una mejor liberacion en el
tracto intestinal. Los ensayos in vitro demostraron que las micelas cargadas
con PTX mejoraron la biodisponibilidad y la permeacion intestinal del

farmaco.®®

* El mismo afio, Thisirak y col. formularon micelas poliméricas a partir de N-
naftil,N, O-succinil quitosano (NSCS) y N-octil-N, O-succinil quitosano
(OSCS) como acarreadores de curcumina para liberacion dirigida en el colon.
La liberacion de todas las micelas cargadas fue pH dependiente. Se encontrd
gue la liberacion de las micelas cargadas en fluidos gastricos simulados y en

fluidos intestinales simulados fue significativamente mayor que la liberacién
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de la curcumina en polvo. Ademas, se encontrdé que las micelas cargadas
basadas en NSCS poseen mayor actividad anticancerigena contra células de

cancer colorrectal (HT-29). 56

» Por otro lado, Liu y col. formularon micelas poliméricas polietilenglicol
guitosano injertado con &cido lipoico (PEG-CS-LA) con el fin de ser utilizadas
como acarreadores de farmacos. Los estudios in vitro demostraron que el
uso de las micelas permitié mantener la estabilidad y minimizar la pérdida de

componentes activos en el sistema circulatorio. 4

» Pakin y col. sintetizaron CS injertado con éter metilico desoxicoélico y
polietilenglicol (DCA-CS-mPEG). En base a este polimero, se logro la
formacion de micelas autoensablables con una estructura nucleo-coraza. Los
estudios in vitro de las micelas mostraron liberacion controlada y
comportamiento pH-sensible. Ademas, se encontré que el sistema es seguro

y eficiente para su uso como acarreador de farmacos.®’

* Liang y col. sintetizaron un polimero anfifilicos basado en glicol quitosano
modificado con succinato de a-tocoferol. EI material obtenido fue capaz de
formar micelas autoensamblables cargadas con paclitaxel. Los estudios in
vitro demostraron un nivel bajo de toxicidad y un aumento de la dosis de

carga de las micelas cargadas.*’

* Por su parte, Farhangi y col. sintetizaron conjugados de CS injertado con
acidos grasos para la encapsulacién de ciprofloxacino en las nhanomicelas
obtenidas. Posteriormente, se estudio el efecto de los acidos grasos en las
propiedades fisicoquimicas de los conjugados. Como resultado, encontraron
gue el ciprofloxacino fue exitosamente encapsulado y el efecto antibacterial

fue potencializado por la encapsulacién con CS. 13

* Farideh y col. desarrollaron nanomicelas cargadas con metotrexato (MTX)
mediante la modificacion de CS para su potencial uso como sistema de
liberacibn de farmacos quimioterapéuticos. Los autores primeramente

modificaron el CS con un agente de transferencia de cadena (CTA) para crear
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un macroiniciador CS-CTA. Posteriormente, se llevé a cabo la polimerizacion
controlada de acido itaconico con metacrilato de dimetilaminoetilo y haluro de
alquilo de amonio cuaternario (DMAEMAQ) para la generacion de las
nanomicelas. De la investigacion anterior, se verificO la exitosa captacion
celular de MTX mediante citometria y técnicas de microscopia por lo que se
espera que el sistema tenga un gran potencial como agente

guimioterapéutico.>®

» Més recientemente, en 2020, Ching y col. fabricaron nanomicelas para
mejorar la eficiencia de carga y la fotoestabilidad acuosa de verde de
indocaina (ICG) un tinte utilizado en diagndsticos médicos. Las nanomicelas
utilizadas como vehiculo del tinte fueron fabricadas por autoensamblaje en
solucién acuosa pH 7.4 de los conjugados de imina-benzoica conteniendo
polietilenglicol quitosano/4-(dodeciloxi)benzaldehido (DBA). Las micelas
poliméricas mostraron propiedades importantes incluida la inhibicion de la
perdida de ICG bajo condiciones fisiolégicas y condiciones acidas,
biocompatibilidad favorable y efecto de hipertermia fotoactiva.®

Con base en estos antecedentes, la presente investigacion pretende llevar a cabo
la modificacion de CS utilizando un tensoactivo no i6nico (Brij 35) mediante una
reaccion de amidacién con la finalidad de obtener un material de caracter anfifilico

capaz de formar microemulsiones biocompatibles.

. HIPOTESIS
Es posible la modificacion de CS a partir de un tensoactivo de tipo no iénico para su

futuro uso en la preparacion de microemulsiones.

V. OBJETIVO GENERAL

Modificar CS mediante el injerto de un tensoactivo de tipo no iénico en su cadena

principal, para su posible uso en la preparacién de microemulsiones.

4.1 Objetivos Especificos

1. Funcionalizar el surfactante no-iénico Brij 35 con anhidrido succinico (SA).
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2. Modificar CS con el surfactante-SA mediante una reaccién de amidacion.

3. Caracterizar los materiales obtenidos mediante resonancia magnética nuclear de
proton (*H NMR), espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), difraccion de rayos X (XRD)

y analisis termogravimétrico (TGA).

4. Determinar la concentracion micelar critica (CMC) de los materiales de quitosano
modificados mediante densidad, pH, conductividad y tension superficial.

V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En la figura 1 se muestra el procedimiento de manera general a seguir.

Funcionalizacién del surfactante Brij 35 con SA haciendo reaccionar los grupos
OH del surfactante con los grupos carbonilo del SA.

5A
0 o
Brij35

u]
M /\ﬂn Mof D‘]NLUH
3 DMAP, N3, 25°C Cuz a0

Brij-5A

Caracterizacion del compuesto obtenido mediante FT-IR, 'H RMN, y TGA.

Modificacion de CS con Brij-SA mediante la formacion de un enlace amida.

_/CH, _/CH,
o= o o=
o HO NH,
\ \0 Q o
HO EDC.N2.25°C g 0
NH OH
=)

Brij-SA _5_ BCS

O_\ O[‘\/\O»] CizHas

Caracterizacion del CS y los materiales obtenidos mediante IR, *H RMN, XRD
y TGA.

Determinacién de la CMC mediante pruebas de pH, conductividad, tension
superficial, densidad y pH para las muestras de CS modificadas

Figura 9. Esquematizacion del desarrollo experimental.
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En este apartado se presentan los materiales utilizados para el desarrollo
experimental de la presente tesis y se describen los métodos y técnicas para la

obtencion y caracterizacion de los materiales.

El proyecto consiste en la modificacion de CS mediante el injerto de un tensoactivo
de tipo no ionico (Brij-SA) para la posible fabricacion de microemulsiones

biocompatibles (Fig.9).

5.1 Funcionalizacion de Brij 35 con SA (Brij-SA)
La funcionalizacidon de Brij 35 fue realizada mediante una reaccion de acilacion del
Brij 35 con anhidrido succinico (SA) formando un éster y un &cido carboxilico en un

extremo de la molécula (Fig.10).

S5A
Briyz5 D{\on
WWM‘LQJW o » r”“w”“uf’““f‘““v’\/“ - ‘“} ‘wr‘“
Caa L /‘zs DMAP, Nz, 25°C 2 ©

Brij-5A

Figura 10. Esquema de funcionalizacién del Brij 35 con Anhidrido succinico (SA).

En un matraz bola conteniendo 20 mL de diclorometano (DCM), se agreg6 el Brij 35
(2 mmol,1.29 g), SA (1 mmol, 0.10 g) y 4-dimetil amino piridina (DMAP, 1 mmol,
0.12 g). Posteriormente, la mezcla se dejé reaccionar bajo agitacién constante a 25
°C por 24 h en atmosfera de nitrégeno. Enseguida, la mezcla fue colocada en un
embudo de separacion y fue lavada dos veces con una solucién acuosa de HCI (10
%). La parte organica fue recolectada y secada por 24 h para obtener el compuesto
Brij-SA. De la reaccion se obtuvieron 1.063 g (0.818 mmol) de Brij-SA lo cual

corresponde a un rendimiento del 77 %.

5.2 Injerto de Brij-SA en CS.
La sintesis de CS modificado con Brij-SA (BCS) se logré mediante una reaccion de

amidacion. Una vez funcionalizado el surfactante, el acido carboxilico del Brij-SA
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reaccion6 con los grupos amino del CS mediante la formacion de enlaces amida
entre el CSy el Brij-SA. (Fig. 11)

_/CH, _/EH,
OH O_\NH Q OH O_\NH
HO : [ | HO :
\O%O\MO/ + /\M/\/\/TO/\‘]’O\TK\)\OH \Q%O\MQ/
HO L0 iz 20 EDCN225°C o d
NH, OH NH OH
. o
Cs Brij-SA BCS

Oﬁ\ O[*/“\O-] CizHas

Figura 11. Esquema de la modificacion del CS mediante el injerto de Brij-SA

Primeramente, se activdé el compuesto Brij-SA (Immol, 1.29 g) en presencia de
hidrocloruro de N- (3-dimetilaminopropil) -N'-etilcarbodiimida (EDC) (1.2 mmol, 0.23
g) en un matraz de bola conteniendo 5 mL de DCM. La solucién se dejé reaccionar
con agitacion constante por 24 h a 25 °C y posteriormente se evaporé durante 24 h
a temperatura ambiente para la eliminacion de DCM.

Posteriormente, se sintetizaron varios sistemas de BCS con diferente grado de
injerto utilizando distinta relacién molar Brij-SA: CS (1:3 1:7, 1:14, 1:29 y 1:60). Los
calculos fueron realizados tomando en cuenta el peso molecular del Brij-SA (1,299
g/mol) y el peso molecular promedio de la unidad monomeérica (u.m) del CS (176.8
g/mol). Se consider6 el uso del peso molecular promedio de la u.m en base a

reportes previamente publicados.0:61

El calculo del peso molecular promedio de la unidad monomérica del CS se realizé

mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1

Peso molecular promedio de unidad monomérica.
M, (u.m) = 161.2(DD) + 203.2(1 — DD)

En donde el peso molecular relativo de la unidad repetitiva deacetilada y acetilada
fue 161.2 y 203.2 respectivamente.®® Mientras que el grado de deacetilacién (DD)

del CS fue de 75 % el cual fue calculado por la técnica de 'H RMN.
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Para la preparacion de la muestra BCSu:3 el Brij-SA (0.346 mmol, 0.45 g) activado
con EDC se solubilizé en 10 mL de una soluciéon de CS (1.131 mmol u.m, 0.20 g)
en acido acético al 1 %. Entonces, la solucién se hizo reaccionar con agitacion
constante a temperatura ambiente por 24 h. Una vez llevada a cabo la reaccion, la
solucién se dializé en agua destilada por 72 h y posteriormente se liofilizé para la

obtencion de los materiales de BCS.

El resto de las muestras fueron preparadas con el mismo método. La Tabla 2
muestra las relaciones molares y en peso, asi como las cantidades usadas de CSy

Brij-SA para cada uno de los BCS preparados.

Tabla 1. Composicion, relacion molar y relacion peso de las muestras de CS modificado.

Relacion Relacién Cantidad
Muestra en peso molar Brij-SA CS
BCS1:7 11 1:7.3 0.12 g (0.092 mmol) 0.12 g (0.678 mmol)
BCS1.14 1:2 1:14.1 0.063 g (0.048 mmol)  0.12 g (0.678 mmol)
BCS1:29 1:4 1:29.4 0.031 g (0.023 mmol) | 0.12 g (0.678 mmol)
BCSu1:60 1:8 1:60 0.015 g (0.011 mmol)  0.12 g (0.678 mmol)

5.3 Determinaciéon de la CMC del BCS

La determinacion de la CMC del sistema BCS1:7 se llevé a cabo mediante estudios
de tensién superficial, conductividad eléctrica, medicion de pH y estudios de
densidad. Se prepararon soluciones con concentraciones de 1, 0.5, 0.25, 0.1, 0.01,
0.001 y 0.0001 mg/mL de BCS preparado con una relacién molar Brij-SA:CS 1:7.

Las determinaciones se realizaron a temperatura ambiente (25 °C).

5.4 Técnicas de caracterizacion

5.4.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

El quitosano y los materiales obtenidos fueron caracterizados mediante FT-IR, esta
técnica permite corroborar la presencia de grupos funcionales. La técnica de FT-IR
se basa en el principio de que casi todas las moléculas pueden absorber radiacion
infrarroja la cual se convierte en una vibracién molecular caracteristica con la cual

se pueden conocer los grupos funcionales presentes en la molécula. Los espectros
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infrarrojos se obtuvieron por ATR (reflexion total atenuada). En este modo las
muestras pueden permanecer en su estado natural por lo que no se necesita
preparar la muestra Unicamente se coloca en el cristal del ATR. El analisis de las
muestras se realizé en un espectrémetro infrarrojo marca Nicolet Magna— IR TM
Spectrometer 550 con las condiciones siguientes: 32 “scans” con resolucion de 4

cm® en la region del espectro de 4000 a 400 cm-1.

5.4.2 Resonancia Magnética Nuclear de protén (*H RMN)

Los distintos materiales utilizados y obtenidos fueron analizados mediante 'H RMN.
Esta técnica es ampliamente utilizada para determinar la estructura de las moléculas
mediante el fundamento de que algunos ndcleos existen en un estado de spin

nuclear especifico cuando son expuestos a un campo magnético externo.

El CS fue analizado mediante 'H RMN para corroborar su identidad y para calcular
su grado de deacetilacién. También, se analiz6 el Brij 35 y el Brij funcionalizado con
SA. Ademas, se evaluaron los materiales modificados BCS, asi como el porcentaje
de tensoactivo injertado sobre el polimero. Los espectros se obtuvieron utilizando
un equipo Bruker Avance Ill con frecuencia de 500 MHz. Para esto, las muestras del
surfactante modificado y sin modificar fueron disueltas en cloroformo deuterado
(CDCls) mientras que las muestras de CS modificado y sin modificar se disolvieron
en una mezcla de agua deuterada y acido clorhidrico (relacion D20:HCI 98:2 v/v).

5.4.3 Difraccidon de rayos X

Se evalugd la cristalinidad del CS por difraccion de rayos X (XRD) para observar
cambios en la estructura cristalina del CS después de ser modificado. Esta técnica
se basa en la interaccion de la estructura cristalina de un soélido con una fuente de
rayos X. El difractograma resultante proporciona informacién de la estructura
cristalina del sélido con base en el angulo y la intensidad de la difraccion.

Las pruebas se realizaron en un difractometro Rigaku Ultima IV (radiacién CuKa)
operado a 40 kV y 44 mA en un intervalo angular de 10 a 80° en 26. Las muestras
fueron colocadas directamente en la celda del equipo y no necesitaron preparacion

previa.
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5.4.4 Andlisis Termogravimétrico

Por otro lado, se realizaron analisis de TGA para conocer la estabilidad y
propiedades térmicas de los materiales modificados respecto al CS puro. En esta
técnica se mide la masa (pérdida o ganancia) de una muestra cuando ésta es
sometida a un programa de temperatura controlada. Para este analisis se utilizé un
equipo TA Instruments modelo Q500 en el intervalo térmico de 25 a 600 °C con una

rampa de temperatura de 10 °C/min en atmdsfera de nitrégeno.

5.5 Concentracion Micelar Critica

Para la determinacion de la CMC se prepararon distintas diluciones (0.0001, 0.001,
0.01, 0.1, 0.25,0.5, 1 mg/mL) de BCS 1:7 en agua milli-Q; todas las disoluciones se
realizaron a temperatura ambiente. Posteriormente, se midieron por densidad, pH,
conductividad y tension superficial. La densidad de las muestras fue medida con un
densimetro Anton Paar modelo DMA 5000 con tubo-U oscilante, provisto con
correccion automatica de la viscosidad, integrado con dos termdémetros de platino
Pt 100 (rastreable al Servicio de Calibracion Alemén, DKD), con una precision inicial
de 5x10¢ gecm3. La temperatura del densimetro es regulada a () 0.001 K con un
termostato de estado sdlido. El densimetro fue calibrado con aire seco y con agua

desgasificada bidestilada. El equipo tom6 de forma automética la muestra liquida

para posteriormente introducirla dentro de un tubo-U el cual es inducido a vibrar, la
frecuencia de oscilacion del tubo es influenciada por la masa y por ende por la
densidad de la muestra. Las mediciones de pH y conductividad se realizaron en un
potenciometro de mesa Hanna Edge 2020-01. El equipo fue previamente calibrado
con soluciones buffer de pH 4, 7 y 10. Todas las mediciones fueron realizadas a
temperatura ambiente (25 °C). Finalmente, las mediciones de tension superficial se
realizaron con un tensiometro de burbuja Sensa Dyne PCL500 el cual fue calibrado
para regular la temperatura con agua caliente y fria y posteriormente con agua y

metanol.
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VI. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion del CS

El CS utilizado para la presente investigacion fue obtenido de forma comercial por
Sigma Aldrich México de bajo peso molecular, 50,000-190,000 Da basado en la
viscosidad. Se realiz6 su caracterizacion mediante FT-IR y RMN con la finalidad de
confirmar la identidad del polimero.

6.1.1 Caracterizacion del CS mediante FT- IR
El espectro de IR del CS fue obtenido mediante la técnica de ATR. La muestra no
recibié preparacion previa ya que la técnica ATR no lo requiere. En la Fig.12 se

observa el espectro infrarrojo del CS puro.

2925\\

2876

¥

3361 \\

3286
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Figura 12. Espectro de FT-IR del CS.
El espectro de FT-IR mostré una banda ancha en la regién de 3361-3286 cm
correspondientes a los estiramientos de los enlaces N-H y O-H. Las bandas de
absorcién presentes entre 2925 y 2876 cm fueron atribuidas a los estiramientos

simétricos y asimétricos respectivamente de los enlaces C-H en las unidades de

glucosamina. La presencia de grupos N-acetilo fueron confirmados por las bandas
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alrededor de los 1649 cm (estiramiento C=0, amida I) y en 1589 cm-* (torsién N-
H, amida Il) de las unidades acetiladas del CS. También, se confirmaron las
torsiones de los enlaces C-H de los grupos CHz y CHs por la presencia de bandas
agudas en 1423 y 1377 cm™ respectivamente. La banda observada en 1152 cm™*
puede ser atribuida al estiramiento asimétrico del enlace C-O-C mientras que las

bandas en 1066 y 1026 cm™ corresponden al estiramiento del enlace C-O.

6.1.2 Caracterizacion del CS mediante RMN de protén

Para obtener el espectro de RMN de protén se disolvieron 10 mg de CS en una
mezcla de agua deuterada (D20) y acido clorhidrico (relacion D20:HCI 98:2 v/v)
posteriormente se analiz6 en un equipo Bruker Avance lll con frecuencia de 500

MHz. Su espectro se muestra en la Fig.13.
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Figura 13. Espectro de 1H RMN del CS (500 MHz, D20:HCI 98:2 v/v, 25°C)
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El espectro mostré una sefal en 1.9 ppm correspondiente a los protones del grupo
metilo (H7) presentes en el anillo de la glucosamina acetilada (GIcNAc), asi como

una sefial en 3.2 ppm proveniente del H2 presente en el anillo de la glucosamina
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sin acetilar (GIcN). Ademés, se observan mdultiples sefiales entre 3.6 - 3.8 ppm
correspondientes a los protones de los carbonos de los anillos de glucosa. La sefial
perteneciente al proton anomérico del anillo deacetilado aparece en 5.2 ppm,
mientras que la sefial del protén anomérico del anillo acetilado aparece en 5 ppm.
Sin embargo, en el presente espectro no se observan estas sefiales debido a la

posible superposicion de la sefial en 4.7 ppm perteneciente al disolvente.

6.1.3 Determinacion del DD del CS

Anteriormente se ha hablado de la importancia de conocer el grado de deacetilacion
del CS. Este factor determina en gran medida las propiedades del material y a su
vez permite conocer las aplicaciones en las que este puede ser utilizado. La fraccion

molar de las unidades N-acetilglucosamina en la cadena del CS, se define como:

Ecuacion 2

nGIcN

DD =100 = N T GlcNAc

En donde nGIcN es el nimero promedio de unidades D-glucosamina y nGICNAc es
el niumero promedio de unidades de N-acetilglucosamina. Por otro lado, el grado de

acetilacion (DA) viene dado por la formula DA=100-DD.5?

Existen distintos métodos utilizados para la determinaciéon del DD del CS.
Actualmente el método con mayor precision es el realizado por medio de RMN de
proton. %2765 En el método por RMN *H utilizado por Lavertu y col.%%, la cantidad
utilizada de CS no necesita ser conocida, tampoco se necesita determinar las
impurezas de la muestra mientras que esas sefiales no se traslapen con las
caracteristicas del CS. La muestra se prepara con solo algunos miligramos de CS 'y

no es necesario utilizar una curva de calibracion para conocer el DD.

Para realizar el calculo del DD se utilizan las integrales de los picos del proton H1
del anillo deacetilado en 5.2 ppm y el pico de los tres protones del grupo acetilado

H Ac en 1.9 ppm.
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Ecuacion 3

H1D

DD(%) = | —— = | x100
H1D + 12¢

Existen otros métodos como el propuesto por Hirai y col.?® en donde se utilizan las
sefales de los protones H2,H3,H4,H5,H6 (H26) entre 3.6-3.8 ppm de ambos anillos
y el pico del grupo acetilo (H-Ac) en 1.9 ppm.:

Ecuacioén 4

s HAc

w

x100

DD(%) =|1-
ZH26

Otro método es el utilizado por Biskup y col.?? en donde utilizan las integrales de las
sefales presentes en 1.9 ppm. (H-Ac) y 3.2 ppm. (H2- GInN).

Ecuacién 5

1
gHAC

04) — N e T
PO =\ 1=\ 72 —Ginn

x100

En la presente investigacion se utilizaron las ecuaciones 4 y 5 para determinar el
DD del CS. De acuerdo con la informacion obtenida por RMN se encontr6é que el
DD del CS se encuentra en el intervalo entre 74 y el 78 % lo cual concuerda con lo
reportado por el distribuidor (= 75 %). (Tabla 2)

Tabla 2. Desplazamiento quimico y porciento de deacetilacién del CS.

Proton Desplazamiento Integracion DD (%)
Quimico (ppm)

H1 Ac 1.9 0.13

H 2-6 3.6-3.8 1.00 74 % (Ec. 4)

Pagina | 36



@CONACYT ‘ Maestriov ew Tecnologiow de Polimeroy

H1 Ac 1.9 0.13
H2- GInN 3.2 0.20 78% (Ec. 5)

6.2 Funcionalizacién del Brij con SA.
Para lograr la correcta modificacion del CS primero se debe funcionalizar el Brij 35
con SA. En este proceso los grupos OH del Brij 35 reaccionan con SA formando un

acido carboxilico en uno extremo de la molécula. (Fig.9)

Para comprobar esta funcionalizacién se realizaron analisis mediante FT-IR y H
RMN.

6.2.1 Caracterizacion del Brij-SA mediante FT- IR
Los espectros IR de las muestras Brij 35, SA y Brij-SA fueron obtenidos mediante la

técnica de ATR. Las muestras no recibieron preparacion previa.

En la Fig.14 se muestran tres espectros que corresponden al Brij 35, SA y Brij-SA,
respectivamente, con la finalidad de observar los grupos funcionales presentes en
el Brij 35 y en el SA y posteriormente compararlos para corroborar la correcta

funcionalizacién del surfactante.

El espectro de SA mostré picos caracteristicos en 1861 y 1779 cm relacionados
con los estiramientos simétricos y asimétricos respectivamente de los enlaces C=0
del anhidrido. También, se observé una sefial en 1418 cm™ correspondiente al
estiramiento de los enlaces C-(C=0)-0 y alrededor de 2970 cm! se observé la sefial

de los estiramientos los enlaces C-H-

Por otro lado, el espectro perteneciente al Brij 35 mostré tres bandas principales en
2880, 1106, y 1060 cm* debidas a los estiramientos de los enlaces C-H, C-O-C y
C-0, respectivamente. Ademas, en 3445 cm se observa una sefial caracteristica

del estiramiento del grupo O-H.

Al comparar los espectros del Brij 35 y del SA con el espectro del Brij-SA se puede
observar la presencia de las dos sefiales caracteristicas del Brij 35 (2880 y 1106
cm?) asi como la sefial caracteristica del grupo C=0 del SA con un ligero
desplazamiento hacia 1729 cm. Ademas, nuevamente se observa la sefial en 3445
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cm™ del grupo O-H perteneciente al acido carboxilico. La presencia de estas

sefales confirmé la correcta funcionalizacion del Brij 35 con SA.

—
SA

cHY

2070 om™ 1861 cm * C=0 4~
o= -1
S 1779 cm ~ C=0
8 -
]
S N
c O-H
8 1
E 3445 cm
7}
o ..
® Brij-SA \
|_

O-H
3445 cm’t -1
cm 2880 cm
1729cm™t  CO-C B~ 1
1106 cm 1060 cm
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm™)

Figura 14. Espectro FT-IR de SA, Brij 35y Brij-SA CS.

6.2.2 Caracterizacion del Brij-SA mediante RMN (*H)
La técnica de RMN se utilizo para corroborar la modificacion de Brij 35 con SA. Para
realizar los andlisis por *H RMN se disolvieron 10 mg de cada muestra en CDCls.

En la Fig.15 se muestran los espectros de Brij 35 y Brij- SA. El espectro del Brij 35
mostré sefiales caracteristicas en 3.4 ppm y 1.05 ppm las cuales pertenecen a los
protones del grupo metileno adyacentes al oxigeno (-CH20) marcado como H3 y a
los protones del grupo metileno (-CH3s) marcados como H6 presentes en la cadena

alquilica del Brij 35 respectivamente.

Por otro lado, el espectro del Bri-SA muestra nuevamente las sefales
caracteristicas en 3.3 (-CH20) y 1.05 (-CHzs) ppm del Brij 35 junto con una nueva

sefal en 2.7 (H7) la cual pertenece al CH2 adyacente al grupo carbonilo del SA.
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Figura 15. Espectro RMN (1H) del Brij 35, Brij-SA (500 MHz, CDCls, 25 °C).

La tabla 3 muestra los grupos funcionales relacionados con las sefiales en el

espectro RMN de la Fig.15.

Tabla 3. Sefiales observadas en RMN y sus respectivos grupos funcionales para Brij 35y
Brij 35 modificado con SA.

Material Desplazamiento quimico (6) (ppm) Protén asignado
Brij 35 3.8 H1 -[CH2CH2-]OH
3.6 H2 -[CH2CH2]-OH
1.2 H3 -CH2-O-
1.05 H4 —CH2-CH2-O-
H5 -CHo-
H6 CHs-CH:
Brij-SA 2.7 H7 (-CH2-C=0)
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6.3 Modificacion del CS con Brij-SA

La modificacion del CS se llevo a cabo mediante una reaccion de amidacion en dos
pasos. Primeramente, se logro la funcionalizacion del surfactante (Brij-SA) en donde
se obtuvo un acido carboxilico, posteriormente, el acido carboxilico del Brij-SA
reacciono con los grupos amino del CS mediante la formacién de enlaces amida
entre el CS y el Brij-SA. De esta forma, se logro injertar el surfactante a la cadena
estructural del CS. (Fig. 10)

Para comprobar la correcta modificacion del CS los materiales fueron

caracterizados mediante FT-IR y por RMN (*H).

6.3.1 Caracterizacion mediante FT-IR del CS modificado (BCS)

Se sintetizaron varios materiales de BCS con distintos grados de injerto empleando
diferente relacion molar de Brij-SA:CS (1:3, 1:7, 1:14, 1:29 y 1:60). Para la
caracterizacion por FT-IR se utilizd el espectro del CS puro para su comparacion
con los espectros obtenidos de los nuevos materiales. (Fig.16) Los espectros IR de
las muestras del CS modificado fueron obtenidos mediante la técnica de ATR y no

recibieron ninguna preparacion previa.

El espectro del CS sin modificar mostré picos caracteristicos en 1646 y 1580 cm
correspondientes al estiramiento C=0 (amida 1) y torsion N-H (amida II)
respectivamente mientras que en el espectro de los materiales de BCS se
observaron nuevas bandas de absorcion provenientes del Brij-SA en 1060 y 1024
cm? asignadas a las vibraciones de los estiramientos C-O-C y C-O
respectivamente. Ademas, se observo la aparicion de una banda en 1541 cm™ la
cual corresponde a la torsion del enlace N-H del grupo amida formado entre CS y
Brij-SA asi como y una sefial en 1412 cm! debida a la torsion del enlace C-H de los
grupos -CH2 del Brij 35. Los espectros obtenidos del BCS 1:7, 1:14 y 1:60 mostraron
las mismas sefales con diferente intensidad lo cual puede ser explicado por la
diferencia en la concentracion de los componentes. La comparacion de los
espectros del BCS con el CS puro sugiere que la modificacion del CS se realizo

correctamente.
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Figura 16. Espectros de FT-IR de CS y BCS sintetizados con diferente proporcién en relacién
molar de Brij-SA:CS CS.

6.3.2 Caracterizacion del CS modificado por RMN (*H)

Los espectros de RMN (*H) del CS y BCS sintetizados con diferente relacién molar
de Brij-SA:CS se exhiben en la Fig.17. Para obtener los espectros por *H RMN se
disolvieron10 mg de cada muestra en una mezcla de D20:HCI 98:2 v/v.

El espectro del CS mostr6 sefiales en 1.9 ppm correspondientes a los protones del
grupo metilo de la glucosamina acetilada (GIcNAc) y en 3.2 ppm del H2 en la
glucosamina sin acetilar (GIcN). Ademas, se observan mdltiples sefiales
traslapadas de 3.5 a 3.9 ppm correspondientes a los protones sobre los carbonos

de los anillos de glucosa.

Por su parte, los espectros de las muestras de BCS mostraron una sefial adicional
en 1.1 ppm atribuida a los protones de los grupos -CHs de la cadena alquilica
presente en el Brij-SA junto con un ligero desplazamiento de la sefial en 3.2 debido
al cambio en el ambiente quimico lo cual sugiere la correcta modificacion del CS

con el tensoactivo. Adicionalmente, se puede apreciar la disminucion en la esta
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sefal conforme la proporcién Brij-SA:CS cambia. Esto puede explicarse ya que al

disminuir la cantidad de tensoactivo disminuye la cantidad de Brij-SA injertado y por

lo tanto la cantidad de grupos CHs.
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BCS1:3 H2-Hé
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H3-Ho| H2
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Figura 17. Espectros de RMN de proton para muestras de BCS obtenidos con diferente
composicién en relacién molar de Brij-SA:CS (500 MHz, D20:HCI 98:2 v/v, 25°C).

En la tabla 4 se puede observar la asignacién de las sefiales obtenidas por RMN.

Tabla 4. Sefiales observadas en RMN y sus respectivos grupos funcionales del CS antes y

después de ser modificado.

Desplazamiento quimico (J)

Material (ppm)
CS 1.9
3.2
3.6-3.8
BCS 1.1

Brij-SA

-C(=0)CHs

H>

Ha-He
Hs-He
_CH: (Brij-SA)
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El porcentaje de injerto (GD) de Brij-SA sobre el CS se determind mediante la

comparacion de las sefiales del CS y del Brij-SA y se utilizo la siguiente férmula:

111-+3
%GD = W XlOO

En donde | 1.1 es la integral del pico caracteristico del Brij-SA perteneciente al grupo
CHs presente en la cadena alquilica del surfactante la cual es dividida entre 3 (por
el nUmero de protones presentes en el grupo metilo) mientras que | 32 es la integral

de la sefial en 3.2 ppm del grupo CH presente en el anillo deacetilado del CS.

En la tabla 5 se muestra el grado de injerto calculado por RMN a partir de las

integraciones de la figura 18.

Tabla 5. Porcentaje de injerto de Brij-SA en BCS obtenidos a diferente relacién en peso de
Brij-SA:CS.

Muestra Relacion molar Grado de Grado de Injerto (%)  Grado de Injerto

. Injerto Tedrico promedio
Brij-SA:CS (u.m.) (%) (%)

BCS 13 1:3 44 46 47 (+ 3.6)

BCS 17 1:7 19 21.4 22 (+2)

BCS 114 1:14 9 9 9(x0.3)

BCS 1:29 1:29 4 6.6 7 (£ 2.6)

BCS 1:60 1:60 2 3 4 (+2.6)

2 Calculado a partir de las integraciones de figura 18

De esta tabla se puede observar que al aumentar la proporcién de polimero
(disminucion de la cantidad de Brij-SA), el porcentaje de injerto disminuye debido a
gue existe una cantidad menor de Brij-SA para reaccionar con las macromoléculas
de CS. Ademas, de acuerdo a los célculos obtenidos mediante RMN, se encontré
que el porcentaje de Brij-SA injertado en la cadena de CS en la mayoria de los casos
fue ligeramente mayor al calculado tedricamente. Esto pudiera deberse a Brij-SA
residual que no se logré dializar durante el proceso de purificacion de los materiales
0 bien pudiera deberse al error experimental durante el pesado de los

correspondientes reactivos. Una columna con el grado de injerto promedio y su
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desviacién estandar (n=3) es mostrada adicionalmente. Estos valores fueron
calculados a partir de varias mediciones en las integraciones a partir del espectro
de RMN para cada una de las muestras. Como se puede apreciar, los valores de

injerto de Brij-SA en CS son congruentes con el grado de injerto tedrico esperado.

6.3 Difraccion de rayos X (XDR)

Se realizé un andlisis mediante XRD de los materiales iniciales (Brij y CS) asi como
de los materiales modificados (BCS) para estudiar los cambios en la estructura
cristalina del CS antes y después de ser modificado.

El difractograma del CS mostr6 una sefial intensa en 19.8° y otras dos sefales
anchas en 9.9 y 26.8 indicando que el CS posee una estructura cristalina (Fig.18).
Por su parte, el Brij 35 muestra dos sefiales agudas e intensas en 20 y 23°

sugiriendo que este compuesto presenta una estructura cristalina definida.

Comparativamente, el difractograma del BCS con una relaciéon molar Brij-SA-CS de
1:7 exhibié cambios en la intensidad y amplitud de sus sefiales correspondientes al
CS. El pico caracteristico del CS en 19.5° decrece en intensidad mientras que su
anchura se incrementa. Ademas, se observa una nueva sefial en 23.3° proveniente
del Brij 35 lo cual provoca que las sefiales sean menos definidas y mas anchas.

Este mismo comportamiento, se observo para las muestras de BCS 1:14, 1:29, 1:60.

Por lo anterior, se puede inferir que la modificacion quimica del CS con Brij 35 le
confiere una estructura mayormente amorfa al material final disminuyendo la

cristalinidad original del CS.
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Figura 18. Difractogramas de Brij 35, CSy BCS obtenidos con diferente relacion molar de
Brij-SA:CS.

6.4 Analisis Termogravimétrico (TGA)

El andlisis mediante TGA se realizd con la finalidad de conocer la estabilidad y
propiedades térmicas de los materiales modificados. En la Fig. 19 se observan los
termogramas del CS y del Brij 35. En el termograma del CS se observé una primera
pérdida de peso en el intervalo de 25-100 °C correspondiente a la pérdida de
humedad contenida en la muestra. Posteriormente, se observdé una segunda
perdida entre 250-400 °C la cual es atribuida a la descomposicion de la cadena
principal del CS. La derivada de la curva de TGA (curva en color rojo) permitio
identificar de una manera mas la clara las temperaturas de descomposicién, asi
como las diferentes pérdidas en peso de la muestra. En el caso del CS se observo
gue su temperatura maxima de descomposicion fue en 294.6 °C. Mientras que, el
termograma del Brij 35 muestra una Unica pérdida de peso principal entre 300 — 450

°C con una temperatura de descomposicion de 389 °C.
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Figura 19. Curvas de TGA del CSy Brij 35.

Por otro lado, en la Fig. 20 se comparan los termogramas de los BCS obtenidos con
relacion molar Brij-SA:CS (u.m) de 1:7, 1:14, 1:29 y 1:60. A diferencia del
termograma del CS, la muestra de BCS 1:14 presentd 3 perdidas de peso. La primera
se presentd entre 25-100 °C la cual es atribuida a la perdida de humedad de la
muestra. Posteriormente, se observé una nueva perdida entre 220 — 270 °C
atribuida probablemente a la descomposicién del CS y la tercera alrededor de 280-
400°C la cual pudiera deberse a la descomposiciéon del Brij-SA. Debido a la similitud
de la temperatura de descomposicién de los dos componentes de la muestra (Brij-
SA y CS) es dificil observar claramente las dos perdidas de peso, sin embargo, la
muestra presentd dos temperaturas de descomposicion en 258.9 °C y en 295.1 °C
las cuales corresponden probablemente a las temperaturas de descomposicion de
CS vy Brij-SA respectivamente. La presencia de estas dos sefiales sugiere la

existencia de dos componentes en la muestra.

Un comportamiento similar fue observado para la muestra de BCSi:7 la cual
presentdé nuevamente tres perdidas en peso. La primera en un intervalo entre 25-
100°C (humedad), la segunda en 200-290 °C (debida a CS) y finalmente un de 300-
400 °C (debida a Brij-SA). Ademas, de acuerdo a la derivada de la curva, se
encontraron dos sefales separadas y definidas con temperaturas de
descomposicion en 264.2 y 385.8 °C debidas probablemente a la presencia de CS

y Brij-SA respectivamente. La separacion de estas dos sefiales se debe
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probablemente a la presencia de una mayor proporcion de Brij-SA en comparaciéon

con la muestra de BCS1.:14.

Por otro lado, las muestras BCSi29 y BCSi60 presentaron temperaturas de
descomposicion en 266.1 °C y 276.5 °C respectivamente. Estos valores pudieran

deberse a la descomposicion del CS en la muestra.

BCS 1:7 BCS 1:14

eso (U6)

P,

3le°C
1951°C i

T

B W0 200 300 400 s00 600 700 BO0 S 100 200 300 400 00 600 700 BOO
Temperatura (*C) Temperatura (C)

BCS 1:29 BCS 1:60

i TAY
es0 (%4)

P

] 100 200 300 400 500 60D 700 BOO T b 180 200 300 400 500 &0 0D BDO
Temperatura (*C) Temperatura (°C)

Figura 20. Termogramas de BCS sintetizados con diferente relacion molar de Brij-SA:CS
(1:7,1:14, 1:29, 1:60).

Los valores obtenidos de la temperatura de degradacion del CS en las diferentes
muestras de BCS fueron analizados para estudiar la dependencia de su

comportamiento térmico con respecto a la cantidad de Brij-SA injertado.

En todos los casos, se observd una disminucion en la temperatura de degradacién
conforme aumento la cantidad de injerto de Brij-SA en la muestra. La muestra con
mayor proporcion de Brij-SA en relacion con el CS presenta una diferencia de
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alrededor de 50 °C (BCS 17, 242°C) en contraste con la temperatura de
descomposicion del CS puro (294.6 °C).

Dado que en todos los casos se observo la disminucién en la temperatura de
descomposicion del CS al aumentar la proporcion del Brij-SA en la muestra, se

puede inferir que el injerto de Brij-SA reduce la estabilidad térmica del CS. (Fig. 21)

\—O— Relacion molar Brij-SA: CS\
300 —7r1r r 1 rr T - 1 r 1 r 1T *r T * 1

290 .

280 -

2707 \ 1:29 1
] ® ]
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— T T 1 T T T T T T T T T T
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Relacion molar Brij-SA : CS (u.m.)

Figura 21. Estudio de la estabilidad térmica del CS en funcion de la relacion molar Brij-
SA:CS.

6.5 Concentracion Micelar Critica (CMC)
La CMC fue determinada apartir de soluciones con diferentes concentraciones de
la muestra de BCS 1:7. Para ello, se realizaron analisis por tension superficial,

conductividad, densidad y pH. Los resutados obtenidos se muestran en la Fig. 22.

El valor de la CMC fue dado por el punto de interceccién en cada una de las graficas
de conductividad, tension superficial, densidad y pH versus la concentracién del
BCS 1:7.57:68 Para obtener dicho valor, se trazarén dos lineas de tendencia, cada
una correspondiente a las dos regiones de comportamiento de cada grafica, la union

de estas dos rectas se tomo como la CMC.En el caso de la grafica obtenida
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mediante tension superficial fue necesario utilizar el logaritmo de la concentracion

con la finalidad de observar la tendencia de la grafica de forma clara.

Se encontrd6 que la CMC obtenida mediante tensién superficial fue de 0.102
(mg/mL), mientras que la CMC obtenida por conductividad y pH fue de 0.164 y 0.122
mg/mL respectivamente. Por otro lado, las mediciones obtenidas por densidad
fueron descartadas debido a la ausencia del cambio abrupto en el comportamiento
de la gréafica el cual es caracteristico de la CMC
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Figura 22. Curvas de (a) tension superficial, (b) densidad, (c) conductividad eléctricay (d) pH
medidas a diferentes concentraciones de la muestra BCS (1:7).

Los cambios bruscos presentados en las propiedades de las muestras a partir de
las concentraciones 0.100- 0.200 mg/mL sugieren la formacion de micelas por parte
de este compuesto. Por tanto, el intervalo de 0.100 — 0.200 mg/mL fue tomado como

correspondiente a la CMC de este sistema.
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En la tabla 6 se muestran los diversos valores reportados de la CMC para distintos

sistemas de CS modificado, en la mayoria de los casos se observo que las micelas

obtenidas presentaron forma esférica.

Tabla 6. CMC y morfologia micelar de distintos sistemas basados en CS modificado.

Autor Articulo

“Structure of BRIJ 35 Nonionic
Surfactant in Water: A Reverse
Monte Carlo Study.”

Gergely Téth
et al.®®

Vasiljevic et “The Infuence of a Surfactant’s

al.™ Structure and the Mode
of its Action During Reactive
Wool Dyeing”
Almeida et “Novel amphiphilic chitosan
al.™ micelles as carriers for
hydrophobic anticancer
Drugs.”
Libro™ “Chitosan and its derivatives
as self-assembled systems for
drug delivery”.
Liang et al.”™ “Amphiphilic Polymeric Micelles

Based on
Deoxycholic Acid and Folic Acid
Modified Chitosan
for the Delivery of Paclitaxel’.

Pourjavadi et  “Synthesis of micelles based on

al.™ chitosan functionalized with gold
nanorods as a light sensitive
drug delivery vehicle.”
Xiong et al. “Brij-grafted-chitosan copolymers

with function of P-glycoprotein
modulation: Synthesis,
characterization and in vitro
investigations.”

(Referencia)*®

“Caracterizacion y modificacion
de quitosano con un surfactante
del tipo no-iénico (brij 35).”

Esta tesis

Muestras

Brij 35

Brij S20
Brij S10

Brij S100
Brij 58

CS injertado con
polietilenglicol y
acido oleico.
(PEG-CS-0OA)

CS-g-acido esterico
CS-g-polietilenglicol
CS- polivinilpirilidona
Succinato de
tocoferol glicol
quitosano

CS modificado con
acido desoxicolico y
acido folico
(FA-CS-DA)

CS modificado con
(L-lactida), poli (N-

isopropilacrilamida) y

poli (acrilamida)

(CS-PLA-PNIPAM-
co-PAAM)
CS injertado con Brij
S20 diferente
relacion molar.
BC3
BC12
BC20
BC55

CS injertado con Brij-

SA relacién molar
1:7 Brij-SA:CS

CMC (mg/mL) Forma
micelar
0.10 Esférica
con nucleo
hidrofébico.
0.006 Esférica
0.002
0.023
0.007
0.15 (DLS) Esféricas
0.14 (Tension
superficial)
0.14 -
0.007
0.83
0.002
0.006 Esférica
(Fluorescencia)
0.132 Esférica

(Fluorescencia)

0.37

0.24

0.24

0.11
(fluorescencia)

0.1023 -
(Tensién
superficial)
0.1644
(Conductividad)
0.1241 (pH)
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6.7 Pruebas preliminares de formacion de microemulsiones empleando BCS

Para las pruebas preliminares primero se preparo la solucién micelar de aguay BCS
(1:3y 1:7) conteniendo 8 mg de muestra por 1 mL de solucién. Las muestras fueron
preparadas a temperatura ambiente en agitacion constante hasta formar una
solucion homogénea y cristalina. Posteriormente, la solucion fue puesta en agitacion
a temperatura ambiente y se afiadid0 gota a gota la fase oleosa (método por
titulacion). Durante la mezcla de los componentes (agua, aceite y BCS) se debe
formar una mezcla cristalina con una sola macrofase para que la formacion de la

microemulsién se considere exitosa.

En el caso del sistema BCS 1:7 se titulé con aceite esencial de menta y aceite
esencial de clavo; en ambos casos se observé cambio de fase y turbidez en la
solucién desde la primera gota afiadida de aceite. Por otro lado, la solucién con BCS
1:3 fue titulada Unicamente con aceite esencial de menta. En primera instancia, se
afiadi6 una gota de aceite a la solucidn y no se present6é cambio de fase ni de color.
Sin embargo, pasados los minutos se observé cambio de fase. De lo anterior, se
puede concluir que la formacion de las microemulsiones no fue posible debido,
posiblemente, a la baja concentracion de surfactante en los sistemas probados de
BCS (1:3y 1:7).

VII.CONCLUSIONES

v/ Se funcionalizé Brij 35 con SA para lograr su posterior injerto sobre una matriz

polimérica de CS.

v Se obtuvieron materiales de CS modificado (BCS) con diferentes grados de injerto

de Brij-SA, el cual incremento al aumentar la cantidad inicial de Brij-SA en el medio

de reaccion.

v Los andlisis realizados mediante FT-IR, RMN de protén, XDR y TGA confirmaron

la modificacion del Brij 35 con SA asi como la modificacion del CS con Brij-SA.

v El injerto de Bri-SA en CS modifico la estructura cristalina y estabilidad térmica
del CS.
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v Se logro determinar la CMC de una muestra de BCS mediante tres métodos de

medicion diferentes sugiriendo la formacion de micelas por parte de este compuesto
por arriba de una concentracion en el intervalo de 0.100 — 0.200 mg/mL.

v Se realizaron estudios preliminares de la formacién de microemulsiones a partir
de los materiales BCS1:3 y BCS17. Los estudios preliminares no mostraron la
formacién de microemulsiones debido probablemente a la baja concentracién de

surfactante en el CS modificado.

TRABAJO A FUTURO

Se espera que la presente investigacion contribuya a la futura preparacion de
microemulsiones biocompatibles a partir del uso de CS modificado con un
surfactante. La preparacion de este tipo de microemulsiones permitiria en un futuro
poder encapsular farmacos hidréfobos o principios activos hidréfobos (por ejemplo,
paclitaxel, curcumina) en la fase oleosa y de esta manera se podria potenciar su
accion contra células cancerosas. En la Fig. 23 se muestra una representacion
esquematica de la metodologia propuesta. Ademas, la presencia de CS podria
regular y dirigir el mecanismo de liberacion del farmaco debido a su capacidad de
respuesta a cambios de pH. Se ha observado en estudios previos que la liberacion
de farmaco, en sistemas que contienen CS, se da preferentemente a condiciones
de valores pH ligeramente inferiores (5.8-6.5) al pH fisioldgico de la sangre (7.4), lo
qgue permitiria que estos sistemas liberaran el farmaco en el ambiente acido que

presentan los tejidos cancerosos.

Ademas, tomando en cuenta los resultados preliminares de formacion de
microemulsiones, se considerara agregar directamente el farmaco a la solucion

micelar esperando que se incorpore dentro de la micela polimérica.
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Figura 23. Representacion esquemética de la estrategia planteada para la formacion.
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