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OBJETIVO GENERAL.

Obtener y caracterizar un termogel de quitosén/alcohol polivinilico vy
quitosan/p-glicerofosfato de sodio para formar un implante medicinal a

través de inyeccion.

OBJETIVOS PARTICULARES.

Objetivo 1

> Obtener termogeles de quitosdn-alcohol polivinilico y quitosdn-B-
glicerofosfato de sodio a diferentes concentraciones y a diferentes

pesos moleculares de quitosan.

Objetivo 2

» Caracterizar los diferentes termogeles obtenidos por medio de
andlisis fisicos (andlisis de perfil de textura, microscopia electrénica
de barrido), fisicoquimicos (calorimetria) y bioldgicos (degradacion

de los termogeles).

Objetivo 3

> Implantar a través de inyeccion el termogel en ratas.

Vi



INTRODUCCION

En anos recientes se ha despertado un gran interés por los materiales
poliméricos inteligentes ya que presentan una respuesta a los cambios de
estimulo como la temperatura, fuerza idnica, cambios de pH, etc.,
resultando en la formacion de hidrogeles termosensibles, que son de gran
interés en liberacidon de medicamentos, encapsulacion de células e
ingenieria de tejidos2¢.

El desarrollo de materiales que pueden ser implantados mediante técnicas
minimamente invasivas, por medio de una inyeccion, permitiendo el
acceso a dreas del cuerpo que de otra manera son de dificil acceso. La
gelacioén “in situ” ha sido investigada para la implantacion de células o la
liberacion de fdrmacos4. Los hidrogeles que son redes poliméricas
tridimensionales hidrofilicas capaces de absorber grandes cantidades de
agua se han convertido en importantes sistemas4!.

Se ha usado el quitosdn, que es un polisacdrido derivado de la quitina,
gue se obtiene por desacetilacion alcalina de la misma, es biodegradable,
biocompatible y posee actividad antimicrobiana4é, por lo que juega un
importante papel en aplicaciones biomédicas!o. 12,

Los hidrogeles termosensibles de quitosan son utilizados para la liberacion
de medicamentos, los cuales estdn siendo preparados con diferentes
técnicas, en donde se mezcla quitosdn y diferentes tipos de polioles, tales
como poli-N-isopropilacriamida (PNIPAAM)42, copolimeros segmentados
de poli(éxido de etileno)- poli(éxido de propileno) (PEO-PPQO), copolimeros
segmentados de poli (6xido de etileno)-poliésteres (PEO-PLA, PEO-PCL) 28,
poliacrilatos, Pluronic 28 alcohol polivinilico4s, B-glicerofosfato de sodio®3.

Los hidrogeles de quitosdn presentan un comportamiento Unico, es decrr,
se mantienen liquidos a temperatura de 4 °C y a un pH fisioldgico, pero si
son calentados a una temperatura cercana a los 37°C se convierten en
geles.48.:53,

En el presente frabajo se realizard un estudio de termogeles de quitosan/p-
glicerofosfato de sodio y quitosdn-alcohol polivinilico evaluando sus
propiedades fisicas, fisicoquimicas y bioldgicas, para formar un implante
medicinal a fravés de inyeccion.



CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 QUITOSAN
1.1.1. Caracteristicas del quitosan.

El quitosdn, o quitosano (del griego xiTev "coraza”), es un polisacdrido lineal
compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente de p-(1-4) D-
glucosamina (unidades deacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad

aceftilada)3s, la estructura del quitosdn se muestra en la Fig. 1.

El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontré que al
tratar quitina con una soluciéon caliente de hidroxido de potasio se obtiene
un producto soluble en dacidos orgdnicos. Esta “quitina modificada”, como
él la llamo, se tornaba de color violeta en soluciones diluidas de ioduro y
dcido, mienfras la quitina era verde. Mdas tarde, en 1894, fue estudiada por
Hoppe-Seyler quién la denomind “quitosano”, pero no fue sino hasta 1950
que se identificd oficialmente como un polimero conformado de
glucosaminas3s,

El quitosan se produce comercialmente mediante la desacetilacion de Ia
quitina, que es un elemento estructural del exoesqueleto de los crustdceos
(cangrejos, gambas, langostas, etc.). Su principal fuente de produccion es
la hidrdlisis de la quitina en medio alcalino, usualmente hidréxido de sodio
o de potasio, a altas temperaturas. Esta sustancia tiene una gran cantidad

de aplicaciones comerciales y biomédicass3s37,
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Fig.1. Estructura molecular del quitosan.

La desacetilacion completa de la quitina produce un material totalmente
soluble en medio dcido conocido como quitano, como se observa en la
Fig. 2; sin embargo, cuando la desacetilacion del material de parfida es
incompleta se crea una mezcla de cadenas que tienen distintas
proporciones de unidades B(1-4)- 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa y B(1-4)-
2-amino-2-desoxi-B-D-glucosa, cuya relacion depende de las condiciones
de reaccidon y que, obviaomente, genera materiales con distintas
propiedades denominados quitosanos. La diferencia en las propiedades
de estos materiales puede llegar a ser notable, como por ejemplo la

distinta solubilidad en medio acuoso que pueden llegar a tener 2837,
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Fig. 2 Estructura del quitano y quitosdn



1.1.2 Propiedades del quitosan

Es un polielectrolito a pH dcidos, es insoluble en agua a pH’s neutros,
alfamente solubles en soluciones de dcido nitrico e insoluble en
dcido sulfurico a cualqguier concentracion y temperatura. Los mejores
solventes para el quitosan son soluciones de 0.2- 100% de dcido
formico y acético?.

Su grado de desacefilacion (DA) puede ser determinado por
espectroscopia NMR o por titulacion potenciométrica; en el quitosdn
se halla en el intervalo de 60-100%35.

Al poseer grupos amino libres (-NHz) hace que el quitosdn tenga
propiedades policationicas. Por su carga positiva, interactta con
muchos compuestos que tienen cargas negativas como por
ejemplo: polisacdridos aniénicos, proteinas, dcidos nucléicos dando
una neutralidad eléctricase.

Tiene un valor pKa que ronda los 6,55¢,

El gran interés que tiene el quitosdn proviene de sus propiedades: es
bioadhesivo y puede ligarse negativamente a las superficies
cargadas negativamente tales como las membranas mucosas.
Debido a esta propiedad fisica, permite el transporte de fdrmacos
polares a través de las superficies epiteliales’o.

Es biocompatible, biodegradable, buen adsorbente, no tdxico vy
presenta diversas propiedades bioldgicas como: actividad
anfimicrobiana, inmunogénica, antitumoral,  anticoagulante,
cicatrizante, efecto de disminucion del colesterol, enfre otras lo cual

lo hace que presente multiples aplicaciones médicas23.
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» Sus propiedades dependen del peso molecular y del grado de

desacetilaciond’,

> El quitosdn se emplea principalmente como una ayuda en el
crecimiento de las plantas, debido a sus propiedades como
sustancia que permite promover la defensa de las plantas contra
infecciones provocadas por hongos. Su uso ha sido aprobado por
muchos cultivadores de plantas de interior y exterior 37,

* Dado su bagjo indice de toxicidad y su abundancia en el medio
ambiente, el quitosdn no es danino ni para el ser humano ni para los
animales de compania, siempre que se emplee de acuerdo con las

indicaciones establecidas.

1.1.2 Aplicaciones del quitosdan

El quitosdn es un biopolimero muy estudiado debido a sus potenciales
aplicaciones en diferentes campos de la ciencia y la tecnologia.

Ese interés proviene de sus propiedades anteriormente mencionadas, las
aplicaciones del quitosdn son muy diversas como se puede observar en la

Fig. 328. Algunas de las principales aplicaciones son:

» Quimicas:

v’ Por la formacion de complejos formados con quitosdn y
muchos iones es usado para la quelacion de hierro, cobre,
magnesio.

v’ Por sus grupos —-NHs* el quitosdn puede ser usado como
floculante para remover iones de metales pesados toxicos
como la plata, plomo, mercurio y cromo3.,

» Agricultura.



v' En el recubrimiento de semillas con peliculas de quitosano para

su conservacion durante el alimacenamiento.

Desproteinizacion
Desminerailzacion " r ,

Productos Productos Cremas Alimentos Decoloracion
cungeladus| enlatados | Salsas peces

Desacetilacidn

Quitosano

I I I
| Agricultura | [Tratamiento de agua | | Medicina |

Bandas
Jabones Adelgazantes Fungicidas Coagulantes/Floculantes Suturas adhesisas Alimentos

Fig.3 Esquema general para el aprovechamiento de crustdceos en el desarrollo
de aplicaciones a partir de sus subproductos quitina y quitosan.

» Medicina.
v' Para la cicatrizacion de las heridas.
v Al no ser toxico y biodegradable, se usa en aplicaciones
biomédicas para reducir los niveles de colesterol.
v Con la sulfatacion del quitosdn se puede wusar como
polisacdridos anficoagulantes.
v Como agente antimicrobiano y como material para la

encapsulacion de medicamentos.



v Las proteinas recuperadas de la obtencidn del quitosdn se usan

para la dieta de animales y el cloruro de calcio recuperado se
usa para la obtencion de hidroxiapatita (compuesto usado
para la elaboracion de placas dentales y ortopedia)

v' Enla produccion de gasas y vendajes tratados con quitosano.

v Cremas bactericidas para el fratamiento de quemadurasss.

» Tratamiento de Aguas.

v Por su propiedad policationica como coagulante primario para
aguas residuales de alta turbidez y alta alcalinidad, también se
usa como floculante y captura de materiales pesados vy
pesticidasd’.

» Cosméticos.

v' Fabricacion de cdpsulas para adelgazar, también como
aditivo bactericida en jabones, shampoos, cremas de afeitar,
cremas para la piel, pasta dental y como agente hidratante
para la piel3’.

» Biosensores.

v Sensor para glucosa en sangre humana, basado en la

inmovilizacion de la enzima glucosa-oxidasa sobre quitosano?s,
» Alimentos.

v' Se usa para modificar o controlar las propiedades funcionales

(como espesante, texturizante, quelante, emulsificante).

v' Para inhibir el crecimiento de una amplia gama de hongos?’.



1.2 B-GLICEROFOSFATO DE SODIO Y EL ALCOHOL POLIVINILICO.

1.2.1 Caracteristicas del B-glicerofosfato de sodio.

El B-glicerofosfato de sodio es un sélido cristalino de color blanco, sin olor,
tiene una formula condensada de CsHi7Na2011P con un peso molecular
de 306.11, un punto de ebullicion de 102-104°C.

El B-glicerofosfato de sodio se debe almacenar a una temperatura de 2-
8°C; tiene una solubilidad en HO es 0.1 g/mL, teniendo una coloraciéon
transparente, tiene una mayor solubilidad en agua caliente. En solucién
acuosa tiene un pH arriba de 9.5. Es insoluble en alcohols!.

La estructura del B-glicerofosfato es como se muestra en la Fig. 4.

OH, pyor  OH:
0...0 OH
Py f
O 0 OH OH,
Ma*
OH, OH,

Figura 4. Estructura quimica del p-glicerofosfato de sodio.

Aplicaciones

El B-Glicerofosfato de sodio tiene aplicaciones en veterinaria se ufiliza
como una fuente de fosfato en el tratamiento de los desequilibrios del
metabolismo del calcio y fosfato. Se administra, junto con ofros
glicerofosfatos, por inyeccion en el ganado. También tiene aplicaciones en
la industria farmacéutica, el B-glicerofosfato es un intermediario

metabdlico como trasportador de fosfatoss!.



1.2.3 Caracteristicas del alcohol polivinilico

El alcohol polivinilico (PVA) ha despertado especial interés en el campo de
los materiales, ya que es ampliamente utilizado en biotecnologia para
encapsular enzimas y microorganismos y, actualmente, muy difundido en la

industria farmacéutica como soporte de liberacion lenta de farmacos34.

Es un polimero sintético obtenido por hidrdlisis dcida o bdsica del acetato
de polivinilo. Es un polimero biodegradable y biocompatible. Sus
propiedades dependen del peso molecular y de su grado de hidrdlisis. El
PVA es obtenido por hidrdlisis del poliacetato de vinilo8. Este polimero
forma fdcilmente hidrogeles por métodos fisicos y es muy utilizado en la
preparacion de biomateriales. La estructura quimica se presenta en la Fig.
5:

Fig.5 Estructura quimica del alcohol polivinilico.

El PVA es producido industrialmente por polimerizacion de acetato de
vinilo a polivinil acetato (PVAc), seguida de una hidrdlisis a PVA con
liberacion de los grupos acetato. Esta conversion no es completa, y se
debe determinar el grado de hidrdlisis alcanzado. Por esta razdn, el PVA
siempre se debe considerar como un copolimero de PVA y PVAc El PVA
con grado de hidrdlisis del 90% es soluble en agua caliente. El grado de
hidrdlisis o el contenido de grupos acetato remanentes tienen fuertes
implicancias en las propiedades quimicas, la solubilidad vy cristalizacion del

polimero34,



La estructura cristalina del PVA a nivel molecular puede ser descrita como

una estructura de hebras dobles unidas entre si por puentes hidrogeno, a los
que se suman las interacciones de Van der Waals enfre hebras. Una
estructura plegada sobre si misma genera pequenas zonas ordenadas
denominadas cristalinas, diseminadas entre las zonas amorfas de la
matrizé34, Este polimero forma facilmente hidrogeles por métodos fisicos y es

muy utilizado en la preparacion de biomaterialess34
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1.3 HIDROGELES

Los hidrogeles son redes poliméricas fridimensionales e hidrofilicas, capaces
de absorber grandes cantidades de agua o fluidos bioldgicos sin disolverse.
Los hidrogeles se forman enfrecruzando las cadenas poliméricas de forma
idnica, covalente o mediante enlaces débiles como los puentes de
hidrogeno. Esto confiere estabilidad estructural a las cadenas

poliméricas46.38.

La esfructura quimica de los hidrogeles es el factor mds importante que
afecta a su grado de hinchamiento. Por ofra parte, los hidrogeles que
presentan un elevado grado de entrecruzamiento tienen una estructura
mas dura, por lo que disminuye la movilidad de las cadenas poliméricas y
por tanto su grado de hinchamiento. Los hidrogeles que contienen grupos
o moléculas hidréfilas se hinchan en mayor grado que los que confienen

grupos hidrofobosse.

Los enfrecruzamientos tienen que estar presentes en el hidrogel para
prevenir que las cadenas poliméricas hidréfilas se disuelvan en medios
acuosos. Sin - embargo, dado que es una ventaja para diversas
aplicaciones que el hidrogel sea biodegradable, se pueden introducir en él
enlaces |dbiles. Estos enlaces ldbiles pueden presentarse tanto en la
cadena polimérica como en los puntos de entrecruzamiento. Los enlaces
Idbiles se pueden romper en condiciones fisioldgicas hidrolizdndose por

accidén tanto quimica como enzimdaticas’.

En aplicaciones biomédicas, ademds de ser biodegradables, los hidrogeles
deben tener un alto grado de biocompatibilidad, y sus productos de

degradacion deben serlo menos toxicos38,
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Esto se traduce en que los compuestos que se formen deben poder

eliminarse por las diferentes rutas metabdlicas o ser excretados via renal. En
general, los hidrogeles presentan un elevado grado de biocompatibilidad,
debido a que su superficie hidrofila tiene una energia libre interfacial muy
baja en contacto con fluidos bioldgicos, por lo que las proteinas y las
células no tienen tendencia a pegarse a la superficie. Ademds, al ser
blandos y gomosos, no irritan los tejidos de alrededor4’. Los geles se pueden
clasificar como geles fisicos y geles quimicos, dependiendo de la
naturaleza de las uniones de la red fridimensional. En los geles quimicos, la
red se forma mediante enlaces covalentes, mientras que los geles fisicos se

forman por uniones conectados fisicamente’.

Los hidrogeles que se entrecruzan quimicamente son formados por enlaces
covalentes irreversibles como en los hidrogeles de quitosan entrecruzados
covalentemente. Los hidrogeles que se enfrecruzan fisicamente, son
formados por varios enlaces reversibles, estos pueden ser interacciones
idnicas como en los hidrogeles entrecruzados idnicamente y en los
complejos polielectroliticos (PEC) o por interacciones secundarias como |os
hidrogeles complejados de quitosan/alcohol polivinilicosé. Entre las
caracteristicas del hidrogel se encuentran el grado de hinchamiento, que
puede modularse variando el grado de enfrecruzamiento y la composicion

quimica4.,
1.3.1 Hidrogeles inteligentes.

Durante los Ultimos 30 anos se ha investigado mucho en la obtencion y
andlisis de hidrogeles sensibles al medio externo. Los materiales sensibles al
ambiente sufren cambios drdsticos en su grado de hinchamiento debido a
cambios de pH, temperatura, fuerza idnica, naturaleza y composicion del

medio en el que se encuentran, reacciones quimicas o enzimdaticas vy
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estimulos eléctricos o magnéticos. En la mayoria de estos materiales existe

un punto critico en el que ocurre la transicion®’.

Una caracteristica interesante de muchos hidrogeles sensibles a estos
estimulos, es que el mecanismo que causa el cambio estructural es

completamente reversibless,

Los hidrogeles inteligentes pueden ser clasificados basdndose en su
sensibilidad frente a estimulos externos, pero también pueden clasificarse
en dos grupos en funcion de la naturaleza de sus polimeros. El primer grupo
consiste en polimeros no cargados, capaces de formar enlaces de
hidrogeno con moléculas de agua. Las perturbaciones de los enlaces de
hidrogeno por el incremento de la temperatura, o por el cambio de la
fuerza idnica en el medio, causan separaciones de fase o contracciones
en el gel. Eiemplos de este grupo son: poli(N-isopropilacriiamida) (PNIPAM),

poli(N-vinilpiperidina), poli(N-vinilcaprolactama)’-

El segundo grupo consiste en polimeros cargados o polielectrolitos. En
medio acuoso, estos polimeros suelen ser solubles o se encuentran en su
forma de gel hinchado. Cuando cambia el pH del medio o cuando se
adicionan iones de bajo peso molecular o polielectrolitos de carga
opuesta, la repulsion entre los segmentos poliméricos se reduce y esto

conduce a la separacion de fases’.

Hidrogeles sensibles a la temperatura.

Los hidrogeles son solubles en disolventes en un determinado intervalo de
temperaturas, es decir, la estabilidad de las disoluciones de polimeros estd
limitada tanto a altas como a bajas temperaturas. Los materiales
termosensibles pueden ser clasificados en dos categorias: (1) sensibles

positivos si poseen una temperatura superior critica de solucion (UCST) y se

13



contraen por enfriamiento por debajo de esta temperatura o (2) sensibles

negativos cuando despliegan una temperatura minima critica de solucion
(LCST) y se contraen por calentamiento por encima de ella, como se
observa en la Fig. 6. Este Ultimo fendmeno también se conoce como
Gelacion Térmica Inversa. Las soluciones acuosas de estos materiales
tienen baja viscosidad a temperatura ambiente y exhiben un aumento con
el calentamiento formando un gel semi-sélido o sélido cuando alcanzan la

temperatura fisioldgica41-46.

I Region estable I region
CsT inestable
region LCST
inestable Regién estable
Fraccion de polimero Fraccion de polimero

Fig. 6 Temperatura critica superior y temperatura critica inferior.

En el caso de hidrogeles, que son polimeros entrecruzados, por debajo de
su LCST se encuentfran en estado hinchado y por encima, colapsan. Ya
que para la aplicacion de hidrogeles termosensibles es necesaria una
velocidad répida de respuesta y cambios grandes en el volumen al variar

la temperatura 1738,
Hidrogeles sensibles al pH

Los polimeros sensibles al pH son polielectrdlitos con grupos acido o bdsico
que aceptan o ceden protones en respuesta a cambios en el pH del

medio.
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Los dcidos y bases débiles como los dcidos carboxilicos, el dcido fosforico y

las aminas respectivamente, muestran cambios en su estado de ionizacioén
bajo variaciones de PH, como se muestran en la Tabla 1. Esto conduce a
un cambio conformacional del polimero soluble y a un cambio en el
hinchamiento de los hidrogeles cuando los grupos ionizables estan unidos a

la estructura polimérica’57,

Tablal. Grupos sensibles a los cambios del pH.(Vara V.A. 2006)

Grupos anidnicos | Grupos catidnicos
—CO00 — —N*t —
—0PO3 —NH*
—0S03 —N;

—S03 —N7
—0CS; —NRNH}
—0P0%~ —NR,H*
—P0%" —NR}
—P03~ -S*
—Si02- —p+

Los polimeros sensibles al pH se emplean en diversas aplicaciones
biomédicas, siendo la aplicacion mas importante el uso en sistemas de

liberacion de farmacos y sensores de glucosa’.

La figura 7 ilustra un comportamiento de cambio de fase de hidrogeles y

polimeros sensibles al pH y a la temperatura’.
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DISOLUCION PRECIFITADO

H: O

Hy0

H0

Fig. 7 Cambio de fase de hidrogeles y polimeros sensibles al pHy a la
temperatura. (Cano S.E. 2008)

1.3.2 Polimeros inteligentes

El desarrollo de los primeros polimeros sintéticos hace aproximadamente un
siglo infrodujo el uso de materiales livionos, con ciertas propiedades
mecdnicas, relativamente inertes y fadciimente fabricables para diversas
aplicaciones biomédicas. Sin embargo, el implante de los materiales
biomédicos macroscopicos solidos requiere de procedimientos quirdrgicos
convencionales que traen aparejados dano tisular y dolor4é,

Un polimero se define como toda substancia constituida por moléculas
qgue se caracterizan por la repeticion de uno o mads fipos de unidades
monomeéricas®4. Segun la forma de las macromoléculas, los polimeros
pueden ser lineales, ramificados o entrecruzados. Los sistemas poliméricos
infeligentes o polimeros sensibles al estimulo son polimeros que en
respuesta a ligeros cambios en su entorno, como temperatura, pH, luz,
campo eléctrico o magnético, concentracion idnica, moléculas

bioldgicas, etcétera, sufren cambios drdsticos en sus propiedades’-3857,
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Se ha planteado la clasificacion de los polimeros inteligentes segun tres

puntos de referencia:
> Atendiendo al estimulo que reciben.
» Atendiendo a la respuesta que proporcionan o

» Segun el tipo de material polimérico.

El interés por el comportamiento “inteligente” de los polimeros, aparece
mucho mas tarde que en el caso de los materiales metdlicos o cerdmicos
infeligentes. Durante las Ultimas dos décadas el papel desempenado por
los polimeros inteligentes tomd importancia rdpidamente, debido a los
resultados prometedores de las investigaciones que demostraban las
propiedades Utiles de algunos polimeros en aplicaciones prdcticas. En
1991, Allan Hoffman publica un articulo en el que se describen las
caracteristicas, las respuestas y los mecanismos de los polimeros e
hidrogeles sensibles a estimulos y menciona sus aplicaciones como
biomateriales inteligentes’.

Los polimeros pueden clasificarse en funcion de su sensibilidad hacia el
estimulo exterior, como se muestra en la Tabla 2. De este modo, si un
polimero es sensible al campo eléctrico se denomina polimero
electrosensible o electroactivo. Si un polimero es sensible a la temperatura
puede denominarse termosensible, los sensibles a la luz son los llamados
fotosensibles’ 38,

Tabla 2. Clasificacion de los polimeros inteligentes.(Cano S.E. 2008)

POLIMEROS ESTIMULOS RESPUESTA
Polimeros termosensibles Temperatura Tensiédn /volumen
Polimeros fotosensibles Intensidad de luz Tensién/propiedad Optica
Polimeros quimicamente activos Quimico Cambio de volumen
Polimeros magnetoactivos Campo magnético Tension/ luz/ color
Polimeros electrosensibles Campo eléctrico Tension
Polimeros multi-sensibles (multi- Mds de uno Tensién/ volumen
respuestas)
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1.3.3 Hidrogeles de quitosdn entrecruzados i6nicamente.

El guitosdn es un polimero policationico que puede reaccionar con
componentes cargados negativamente, ya sea un idn o una molécula
anidénica, las cuales pueden conducir a la formacion de una red por medio
de enlaces idnicos entre las cadenas poliméricas. Las redes de
enfrecuzamiento idnico pueden dividirse en dos grupos dependiendo del
tipo de enfrecruzante a utilizarse: aniones [Mo (VI) o el Pt (ll)] o moléculas
aniénicas (B-glicerofosfato, tripolifosfato, citrato, sulfato, efc.). Sin embargo
la mayoria de sus caracteristicas y propiedades son idénticasé3.

Las interacciones entre las cargas negativas del entrecruzador y los grupos
cargados positivamente del quitosan son la principal intferaccion dentro de
la red, su naturaleza depende del tipo de entrecruzador. Los iones
metdlicos conducen a la formacion de enlaces covalentes coordinados
entre los grupos amonio del quitosén cargados positivamente, este tipo de
enlace es un vinculo mds fuerte que las interacciones electrostdticas
formadas por moléculas anidnicas. Ademds de los grupos amonio del
quitosan cargados positivamente, otros grupos a lo largo de la cadena de
quitosan, tales como grupos hidroxilo pueden también reaccionar con el
entfrecruzador idnico. Por ofra parte, interacciones adicionales pueden
ocurrir dentro de la red, tales como interacciones hidrofébicas o enlaces
de hidrogeno intercatenarias debido a la reduccion de la repulsion
electrostdtica después de la neutralizaciéon del quitosdn por el
entrecruzadoré.

Las redes formadas por enfrecruzamiento idnico de quitosdn son
principalmente usados para liberacion de drogas. El enfrecruzamiento
idnico permite la formacidén de varios sistemas como la preparacion de
microesferas, peliculas, o esponjas para la liberacion controlada de

farmacos. Interesantemente la adicion de P-glicerofosfato permite la
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preparacion de un hidrogel termosensitivo que puede ser facimente

inyectado y que favorece la regeneracion de huesos.

1.3.4 Hidrogeles formados por complejacion polimero-polimero.

El complejo biocompatible de quitosan/PVA es similar a los complejos
polielectroliticos (PEC) con respecto a su estructura, propiedades vy
aplicaciones pero es formado por diferentes interaccioness?7,

Los complejos polielectroliticos se forman  por la reacciéon de dos
polielectrolitos de cargas opuestas en una solucidén acuosa.

La estructura de los hidrogeles de quitosdn/PVA puede ser considerada
como un estado intermedio entre PEC y redes formadas por injertos de
quitosan-quitosan. Del mismo modo que el PEC, la red se forma por medio
de un complejo de quitosdn y un polimero adicional que interaccionan
juntos. Sin embargo, en una red de quitosdn-quitosdn, estas interacciones
son via secundaria (intferacciones hidrofébicas y enlaces puentes de
hidrogeno) y no via interacciones idnicas®.

A fin de preparar el complejo de quitosdn/PVA, solo es necesario el
quitosdn y el PVA, es decir no se requieren moléculas auxiliares o
entrecruzadores. El PVA es un polimero sintético que confiene
principalmente unidades 1,3-glicol y en un porcentaje mds bajo de
unidades de 1,2-glicol. Como el quitosdn, éste es no-tdxico, biodegradable
y altamente biocompatible. Este es uno de los polimeros sintéticos mds
usados disponibles para aplicaciones biomédicas.

Los hidrogeles de quitosdn/PVA estdn compuestos por componentes
biocompatibles bien conocidos y sus métodos de preparacion son fdciles y
aseguran su biocompatibilidad. Esta es la principal ventaja de estos

hidrogeless.
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1.3.5 Aplicaciones de los hidrogeles.

La aplicacion de los hidrogeles destaca aquellas aplicaciones que

podemos enmarcar en el campo de la biomedicina.

Protesis en tejidos. Las propiedades fisicas de los hidrogeles permiten
su empleo en protesis de tejidos blandos. En implantes cerebrales, se
han utilizado diferentes hidrogeles que actian como sustrato para la
cura y crecimiento de tejidos, asi como en el encapsulamiento,
trasplante vy liberacion de células y en la regeneracion de axones.
Los hidrogeles de poli (alcohol vinilico) y los intferpenetrados (IPN),
reforzados o no, presentan mejores propiedades mecdnicas y se han
estudiado como posibles sustitutos de los tendones, ligamentos vy
discos intervertebraless’.

Protesis de conductos humanos. Los hidrogeles se han empleado
también en protesis de uréter, conductos biliares y eséfago.
Revestimiento de suturas. Los hidrogeles no poseen las propiedades
mecdnicas adecuadas para emplearlos en suturas quirdrgicas, sin
embargo, su biocompatibiidad ha permitido su empleo como
revestimiento de las suturas’.

Cirugia. Los hidrogeles se han empleado cuando se produce un
desprendimiento de retina, cirugia de cdérnea y correccion de
glaucomas®’.

Actualmente se frata de implementar hidrogeles que sirvan como

encapsuladores y liberadores de fdrmacoss.
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1.4 CARACTERIZACION DE TERMOGELES.

1.4.1 ANALISIS DE TEXTURA.

El estudio de las propiedades de los materiales tiene cada vez mds
importancia en la industria, entre las cuales estdn las propiedades
mecdnicas, las cuales se refieren a la manera en que los materiales
responden a la aplicaciéon de fuerzas, y como a consecuencia de ellas se
deforman o fluyen en funcién del tiempo, de la medicidn de esta respuesta
son las mediciones texturales?2,

La fextura (que proviene del latin fextura-téxtere que significa tejer) se
refiere bdsicamente a la estructura interna de un cuerpo o material y la
manifestacion fisica macroscopica de la misma?.

Debido a la importancia de la textura se ha fratado de sistematizar la
evaluacion ya sea desde el punto de vista sensorial como por medios
instrumentales.

Muchos de los estudios y mediciones de textura que se han realizado a lo
largo de la historia y han sido como los hechos por Cobb (18%96) y Roberts
(1910) que usaron métodos similares con granos de frigo usando como
referencia la fuerza requerida para cortar un grano de frigo por la mitad,
entre otfros%. El estudio de las propiedades mecdnicas de los materiales se

efectVa a través de diferentes tipos de pruebas:

» PRUEBAS FUNDAMENTALES: Son aquellas que solo dependen del

material y no del instrumento y el método237,

> PRUEBAS EMPIRICAS: Son aquellas que se efectUan con instrumentos
disenados para un material especifico, los resultados son funcién del
instrumento?2:3?,
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» PRUEBAS IMITATIVAS: Son aquellas que imitan las operaciones

humanas sobre los materiales para juzgar su comportamiento

mecdnico y el resultado representa las reacciones humanas237,

» PRUEBAS SENSORIALES.

El perfii de textura fue definido por Brandt como “el andlisis

organolépticos del complejo de la textura de un alimento en término

de sus caracteristicas mecdnicas, geométricas y de humedad”

Para ello se realizan los Andlisis de Perfil de Textura (TPA) que consiste

en comprimir un cubo de la muestra de 1.2 cm por lado a 25% de su

altura original, dos veces, como resultado se obtiene una curva fuerza
vs tiempo. De éste andlisis se obtienen pardmetros texturales.

e DUREZA: La dureza fisica es la fuerza necesaria para una
deformacion dada?,

e COHESIVIDAD: La cohesividad fisica es la facultad de un material
para que pueda deformarse antes de romperse2.

e ELASTICIDAD: La elasticidad fisica es el porcentaje al cual un
material deformado regresa a su condicidn inicial después de
retirar la fuerza deformante??,

e ADHESIVIDAD: Es el trabajo necesario para vencer las fuerzas de
atraccion entre la superficie del material y la superficie de los otros
materiales que entfra en contacto?.

e FUERZA DE FRACTURA: Es la fuerza por la cual se rompe un material

(alto grado de dureza y bajo de cohesividad)?2.

En todos los texturdmetros se utilizan dispositivos para la ejecucion de la
prueba, que hacen contacto con el material para comprimirlo, cizallarlo,

cortarlo y estirarlo. Pueden ser puntas, sondas o sensores, tienen formas
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geomeétricas y placas, cilindros, conos, esferas, cuchillas, por lo que ofrecen

dreas de contacto también variadas 239,

Las fuerzas ejercidas durante una prueba pueden ser en tension (si la fuerza
se aplica hacia afuera del material, o sea se estira) o en compresion (si la
fuerza se aplica hacia dentfro del material), cizallamiento, torsion y extrusion.
AUn cuando el tipo de prueba sea compresion o tension debido a la forma
geométrica y dimensiones de la muestra y la punta, en realidad las
muestras son sometidas a diferentes fipos de esfuerzos y en muchas
ocasiones ocurre cizallamiento, perforacion, ruptura, etc. De tal manera

que la prueba es destructiva y altera la estructura del materia 239,

Para un andlisis de textura los resultados se obtienen en forma de curvas
(fuerza-distancia, fuerza-tiempo, distancia-tiempo) y por lo tanto fambién
los pardmetros derivados de las curvas (fuerza, distancias o tiempos
maximos o minimos), fuerzas-distancias y tiempos en ciertas zonas de la
curva, dreas especificas para las curvas, relaciones de fuerzas, dreas,

pendientes235.37,

Para los andlisis de textura, las curvas fuerza/tiempo se les conoce como
curva de perfil de textura y a la extracciéon de los pardmetros como Andlisis
de Perfil de Textura (TPA). El andlisis de perfil de textura puede efectuarse
tanto en materiales sdlidos como semisdlidos y fluidos. Una curva

representativa de un andlisis de textura es como se muestra en la Fig. 8 2
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ANALISIS DE PERFIL DE TEXTURA
PRIMERA MORDIDA SEGUNDA MORDIDA

BAJA SUBE ESPERA BAJA SUBE

TIEMPO —»

Fig.8 Curva representativa de un andlisis de Perfil de Textura.
El Andlisis de Perfil de Textura consiste bdsicamente en lo siguiente:

1. Se mide la fuerza de compresion.

2. Seindica al sensor que comprima el material a cierta distancia a una
velocidad dada. La prueba se inicia cuando la punta o sensor
detecta la superficie de la muestra y ésta serd el punto de
referencia, donde la punta vigja hacia abagjo hasta llegar a la
distancia adecuada.

3. La punta sube vy se retira de la muestra, regresa a la posicion de inicio
de prueba, espera el tiempo indicado, efectiua el segundo ciclo de
compresion, bajando nuevamente a la distancia indicada y regresa
a la posicion original antes de iniciar la prueba.

4. Durante el proceso, la punta detecta la fuerza y se obtiene la curva
fuerza-tiempo. En el ciclo de compresion se mide la dureza y en la

refirada de la sonda, las propiedades adhesivas.
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La forma de la curva puede variar en las alturas de los picos positivos y

negativos, las dreas bajos estos picos, la presencia de picos secundarios, la

presencia, altura y areas negativas23?,

Las fuerzas positivas indican la resistencia que ofrece la muestra a la

penetracion o compresion por parte de la punta en el proceso de bajada.

Las fuerzas negativas indican la fuerza debido a la muestra que se adhiere

al retirarse el sensor. De la curva se obtienen los pardmetros texturales de la

siguiente forma?2:

1.
2.

Durezq, es la fuerza mdxima en el primer ciclo de compresion.

Fuerza de Fractura, es el primer piso de la curva del primer ciclo de
compresion

Cohesividad, dada por la relacion entre el drea positiva durante el
segundo ciclo de compresion y el primero (As/ A1 + A2).

Adhesividad, dada por el drea negativa del primer ciclo de
compresion (Asz), representa el frabajo necesario para retirar el sensor
de la muestra.

Elasticidad, es la altura que la muestra recupera entre el término del

primer ciclo de compresion y el inicio del segundo (c).
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1.4.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

En muchos campos de la quimica y en las ciencias de los materiales es
cada vez mds importante el conocimiento detallado de la naturaleza fisica
de las superficies y el interior de los sélidos. Siendo la microscopia
electronica, la técnica que nos permite su caracterizacion; obteniendo la
informacién sobre las superficies y el interior, con una resolucion
considerablemente elevada. Durante la década de los setenta aparecio el
microscopio electronico de barrido, el cual es un instfrumento disenado para
estudiar, en alta resolucidn, la superficie de los sdlidos!8.

El microscopio electronico de barrido fue construido por el fisico aleman
Mandfred von Ardenne en 1938 y se distribuyd comercialmente en 1965 por
la compania britdnica Cambridge Instruments. El microscopio de barrido
electronico puede ser extraordinariaomente Util para  estudiar las
caracteristicas morfoldgicas y topogrdficas de la superficie de los solidos
qgue normalmente es necesaria para entender el comportamiento de las
superficies, pero proporciona poca o ninguna informacion acerca de su
estructura interna; tiene la ventaja que necesita poca preparacion de las
muestras. Sin embargo tfiene como limitacidn su escaso poder de

resolucions2,

Fig.9 Microscopio electronico de barrido. (Lab. Microscopia Electronica UNAM,
FESC-1)
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El  microscopio de barrido electronico posee  caracteristicas

extremadamente valiosas. La primera, es que puede ser operado dentro de
un margen de aumentos de 10 a 100000 X. La segunda caracteristica, es
que posee una gran profundidad de foco, por lo que la superficie
topogrdfica de los objetos puede ser examinada con facilidad y las
micrografias presentan una clara apariencia fridimensional. La tfercera
caracteristica, es que su manejo es facil, debido a que no hay lente alguno

enfre la muestra y la imagen final's.

Procesamiento de muestras y soporte de muestras.

La mayoria de las muestras bioldgicas no son conductoras por lo que se
han desarrollado técnicas que permiten obfener imdgenes en el
microscopio electronico de barrido, las mas comunes es donde se debe
ufilizar un recubrimiento de la superficie de la muestra con una pelicula
metdlica delgada producida por evaporacion por bombardeo o por
evaporacion al vacio4s. En la Fig. 10 se muestra una ionizadora de oro.

Para observar una muestra por microscopia electronica de barrido éstas

deben ser anhidras, no solamente para resistir el vacio, sino también para

gue puedan recubrirse de oro ionizado, haciéndolas conductoras2,
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El portaobjetos se puede mover en direccion x, y, z y rotar alrededor de

cada uno de los ejes por lo que se pueden observar las muestras casi de

cualquier perspectiva.

Funcionamiento del microscopio electrénico.

El microscopio electronico de barrido utiliza un candén de alta energia de

electrones que sistemdaticamente barre mediante un rastreo programado

la superficie de la muestra con un haz de electrones de energia elevada's,

como se observa en la Fig. 11.

Canon de clectrones —

Fuente de alimentacion de
alta tension variable

Haz de electrones

Lentes
(‘UIILl'.'".\iHIUT(IS
magnéticas

Lentes objetivo
magnéticas

0000000

Detector de rayos X /

Muestra

A las bombas de vacio =—

Cdmara de muestra

Y

swrmrwmm—— Deieclor de e |-

Controles de las bobinas
de bairido (amplificacién)

| e |

-B Panialla
= CTR

| s |

Fig.11 Esquema de un microscopio electronico de barrido (Gallardo, Col. 2003)

Para obtener una imagen de la superficie de la muestra sdélida, se barre

con un haz de electrones muy fino focalizado, en el que el haz de
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electrones barre la superficie en linea recta, vuelve a la posicidn inicial y es

desplazado hacia abagjo. Este proceso se repite hasta que el drea deseada
de la superficie ha sido barrida. Durante este proceso de barrido se recibe
una senal por encima de la superficie y se almacena en un sistema

computarizado donde se convierte en una imagen4, como se observa en

la Fig. 12.
i TV.
Canén de electrones ‘m

Primera lente condensadora —— E E
Bebinas de barride —-E. {gl Sistema de !
B defleccion
Segunda lente condensadora—/ —rt polier ——| LJ

Amplificador

/K de la senal
% \

\ Detector de electrones

Muestra N\

Electrones secundarios

Fig.12 Formacién de la imagen de la muestra. (Yacamon, Col. 1995)

Ventajas del microscopio electrénico de barrido.

1. La brillantez de la imagen no disminuye con la amplificaciéon®2,
2. No hay rotacién de la imagen al incrementar la amplificacions2.
3. Las fotografias se toman en forma externa al sistema de vacio del

MIiCroscopios2,
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1.4.3 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

La Calorimetria de Barrido Diferencial (del inglés: Differential Scanning
Calorimetry o DSC) es una técnica termo andlitica que se usa para
monitorear los cambios en la energia térmica asociados con las
transformaciones fisicas y quimicas de los materiales como una funcién de
la temperatura4, permite |la determinacion de calores especificos, puntos
de ebullicion y fusidon, pureza de compuestos cristalinos, entalpias de
reaccion y determinacion de otras transiciones de primer y segundo orden.
El DSC puede trabajar en un intervalo de temperaturas que va desde la
temperatura del nitrégeno liquido hasta unos 600 °C. Por esta razdon esta
técnica de andlisis se emplea para caracterizar aquellos materiales que
sufren fransiciones térmicas en dicho intervalo de temperaturas, como la de
los polimeros. En el campo de polimeros pueden determinarse transiciones
térmicas como la temperatura de transicion vitrea Tg, temperatura de
fusion Tm; se pueden hacer estudios de compatibilidad de polimeros,

reacciones de polimerizacion'?.

Funcionamiento del calorimetro diferencial de barrido.

charola muestra de
porta polimero )
muestras Charola de referencia
/ /
¥ ¥
1® | C )
| | ]
i A =

Calentadores
Equipo para monitorear la
temperatura v el flujo de calor

Fig.13 Esquema general de un calorimetro diferencial de barrido.
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La calorimetria diferencial de barrido mide la diferencia de cantidad de

calor de la muestra y de la referencia cuando la temperatura de la muestra
se aumenta (o disminuye) linealmente; se mide el flujo de calor en la
muestra a estudiar y en un material inerte de referencia de forma

independiente!?.

La Fig. 13 muestra un aparato de DSC con ambas charolas que contienen
la muestra y la referencia, éstas estdn equipadas con un sensor para la
medida de su femperatura y una resistencia de calentamiento
independiente para cada una de ellas manteniéndolas aproximadamente

a la misma temperatural®,

El principio bdsico de esta técnica es que, cuando la muestra fiene una
transformacion fisica tal como una fransicion de fase, se necesitard que
fluya mas (0 menos) calor ala muestra que a la referencia para mantener
ambas a la misma temperatura. El que fluya mds o menos calor a la
muestra depende de si el proceso es exotérmico (incremento en el flujo de

calor) o endotérmico (disminucidon en el flujo de calor)4s.

Al determinar la diferencia de flujo calorifico entre la muestra y la
referencia, los calorimetros miden la canfidaod de calor absorbido o

eliminado durante las tfransiciones.

Procesamiento de muestras.

En la Calorimetria Diferencial de Barrido se utilizan charolas porta muestras
de materiales como el aluminio, carbono, oro, platino, plata y de acero

inoxidable; de ahi que deba elegirse el mds adecuado atendiendo al tipo
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de andlisis o sustancia que se vaya a analizar, como se muestra en la

Tabla 3:

Tabla 3. Seleccion de charolas porta muestras usadas para DSC.

MUESTRA DE LOS RECIPIENTES MUESTRA
Tipo material forma
abierto Al, Au, C S Peliculas, polvo de
o muestra bloque, fibras.
sellado Al, Ag, Au, P Soluciones, geles,
acero s = muestras que se
inoxidable, descomponen,
= sublimen o liberen
: M @ disolventes voldtiles.
anillo de l_*“
goma H‘"“-
=

La cantidad de muestra ufilizada varia, va desde los 10 hasta los 30 mg asi
como el estado y forma de la misma?!. Los liquidos, geles, biomateriales y
otfros materiales que puedan producir compuestos volatiles durante la
medicion se deben de medir en charolas hermétficamente cerradas.

Algunos tipos de sellado y prensados son como se muestran en la Fig 14:

Shaft

f Sample
Sample f vessel
vessel Sample

sample
Spring

Fig. 14 (I Y Il) muestras de recipientes abierto (lll) muestras de charolas herméticas.

La muestra debe ser embalada en la charola reduciendo al minimo el
numero de espacios vacios entfre la muestra. Como se muestra en la Fig.

15, donde el nUmero | y IV estdn correctamente empacadas?!.
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muestras

eds EBY A9

I I I

= o I

Fig15.Sistemas de envasado de tipo abierto y sellado herméticamente

Después de terminada la medicion la charola que contiene la muestra se

debe volver a pesar para confirmar que no haya habido pérdida de masa.

Curvas de calorimetria diferencial de barrido (DSC).

El resultado de un experimento DSC es una curva de flujo calorifico versus
temperatura o versus tiempo. Existen dos convenciones diferentes al
representar los efectos térmicos: las reacciones exotérmicas que exhibe la
muestra pueden ser mostradas como picos positivos o negativos
dependiendo del tipo de tecnologia o de instrumentacion utilizadas en la

realizaciéon del experimento4s,
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Proceso exoténmkco

Fhujor de calor debido a ks
2 H proesos Jindticos

3
¥
=
3 —4
E
E Flugo de calor debedo o la capacidid calorifica
]
-8
Proceso endotérmico
L]
50 0 0} 110 130} 15} 170 L]

Temperatura, ‘'C
Fig1é. Barrido con DSC caracteristico para materiales poliméricos. Observe la transicién por etapas a
casi 63°C. Hay un fendmeno exotérmico a casi 90°C y uno endotérmico a 160°C. Note También que
el termograma representa la suma del flujo de calor total debido a la capacidad calorificay a los
procesos cinéticos (Cortesia de TA instruments, New Castle, DE).

Los efectos que estdn sobre o bajo una curva de DSC pueden ser utilizados
para calcular entalpias de transiciones térmicas. Este cdiculo se realiza
infegrando el pico correspondiente a una transicion dada4s. Asi, la entalpia
de la transicion puede ser expresada por la siguiente ecuacion:

AH = KA (1)
donde AH es la entalpia de la transiciéon, K es la constante calorimétrica y
A es el drea bajo la curva. La constante calorimétrica variard de
insfrumento a instrumento, y puede ser determinada analizando una
muestra bien caracterizada con entalpias de transicion conocidas. En la

DSC es posible expresar el flujo de calor total dH/dt como:

dH ar
2= Gt (2)

donde H es la entalpia en Jmol-!, Cp es la capacidad calorifica especifica
en JK-1y f (T,t) es la respuesta cinética de la muestra en J mol1. Se observa
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que el flujo de calor es la suma de dos términos, uno relacionado con la

capacidad calorifica y otro relacionado con la respuesta cinética4s.
El flujo de calor va a ser expresado en unidades de calor Q, suministrado

por unidad de tiempo, f.

% = flujo de calor (3)
La velocidad de calentamiento es el incremento de la temperatura T, por

unidad de fiempo t.

ATT = velociodad de calentamiento (4)

Si se divide el flujo de calor Q/f por la velocidad de calentamiento T/t

tendremos calor suministrado dividido por el incremento de la temperatura
capacidad calorifica = % = Cp (5)

Cuando se agrega una cierta cantidad de calor a una muestra, su

temperatura se incrementard en una cierta cantidad y la cantidad de calor

necesaria para producir ese determinado incremento se llama capacidad

calorifica, o Cp4.

Cuando calentamos un polimero presenta transiciones térmicas como las

representadas en la Fig. 1754
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Fig. 17 Transiciones térmicas representativas de los polimeros amorfos y cristalinos
en una curva de DSC.

Estos cambios representan las transiciones térmicas mds importantes de los
polimeros:

- Desde un valor dado de capacidad calorifica para el polimero a bajas
temperaturas, la primera fransicion que se registrard serd un corto intervalo
de temperaturas en que la capacidad calorifica aumenta constantemente
hasta un nuevo valor. Esta ocurriendo la fransicion vitrea, la cual se define
como una fransicion térmica de los polimeros, exclusiva de sus regiones
amorfas, en las que pasan de su estado vitreo a su estado gomoso. El
polimero amorfo pasa de comportarse como un material rigido a hacerlo
como un material faciimente deformable. A nivel molecular, la transicion
vitrea define la temperatura (o intervalo de temperaturas) a partir de la
cual los segmentos que constituyen la cadena comienzan a tener una gran
libertad de rotacion internas4. El punto medio del intervalo es lo que se
denomina Tg del polimero el cual se representa en el primer punto de la Fig.
17.
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- A mayores temperaturas, puede observarse en aquellos polimeros

capaces de cristalizar, aunque sea parcialmente, un descenso en el calor
diferencial entregado que ocurre. Es la Tc, temperatura de cristalizacion, el
descenso de la cantidad de calor entregada por grado representa el
descenso de energia por la cristalizacions4.

- Finalmente, a mayores temperaturas un pico en el flujo de calor indica la

temperatura de fusion de las zonas cristalinass4,

En la Fig. 17 la curva de DSC se aprecia una gran diferencia entre la
transicion vitrea y las otras dos fransiciones térmicas, cristalizacion y fusion.
En el caso de la transicion vitrea, no hay ninguna depresion, como asi
tampoco ningun pico. Esto es porque durante la transicion vitrea, no hay
calor latente entregado o absorbido. Pero la fusion y la cristalizacion si
involucran enfrega o absorcion de calor. Lo Unico que vemos en la
temperatura de transicion vitrea es un cambio en la capacidad calorifica

del polimero.

La depresion que forma la cristalizacion y el pico de fusidon solo aparecerd
en los polimeros capaces de formar cristales. Los polimeros completamente
amorfos, no exhibirdn ni cristalizacion ni fusion, pero los polimeros que
contengan dominios tanto cristalinos como amorfos, mostrardn todas las

caracteristicas que se observan en la Fig. 17.

Aplicaciones de la calorimetria diferencial de barrido.

La calorimetria diferencial de barrido puede ser utilizada para medir varias
propiedades caracteristicas de una muestra. Usando esta técnica es
posible caracterizar procesos como la fusion y la cristalizacién asi como

temperaturas de tfransiciones vitreas (Tg).
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La técnica de DSC es utilizada ampliamente en la Industria como:

e instrumento de control de calidad debido a su aplicabilidad en
valorar la pureza de las muestras!?,

e para estudiar la oxidacion la estabilidad a la oxidacion de muestras,

e reacciones quimicas?!-

e La DSC es de utilizacion frecuente en las industrias farmacéuticas y de

polimeros que permite el ajuste fino de propiedades poliméricas’?.

1.5 DEGRADACION DE BIOPOLIMEROS.

Los organismos vivos no solo pueden sintetizar biopolimeros como las
proteinas, dcidos nucléicos y polisacdridos (incluyendo la celulosa), sino que
también son capaces de degradarlos.

Comunmente, la descomposicion de productos naturales permite que
sean ufilizados por ofros organismos para la produccion de energia o la
sintesis de nuevos compuestos (incluidos los biopolimeros).

Los organismos vivos son capaces de producir enzimas que pueden atacar
a los biopolimeros, por lo que el ataque es generalmente especifico con
respecto a la pareja enzima / biopolimeros y al lugar del ataque en el
polimero. De este modo, se garantiza la formacién de productos de
descomposicion  especifica. La degradacidon de los materiales
biopoliméricos viene determinada por su composicidbn monomérica vy la

estructura espacial del polimero final43.
Los polimeros biodegradables que vayan a ser utilizados como implantes

para aplicaciones biomédicas deben ajustarse a las  siguientes

propiedadesss:

38



El implante debe presentar un comportamiento mecdanico adecuado

durante suficiente fiempo (4-6 semanas como minimo) para
garantfizar un buen proceso de regeneracion en la zona de
aplicacion.

Para ello, los materiales seleccionados deben de degradarse
mediante mecanismos que estén bien contfrolados en el tiempo, por
ejemplo que no sufran fragmentaciones prematuras, o erosiones
aceleradas por procesos autocataliticos en el medio fisioldgico.

Se exige una buena compatibilidad del implante, lo que no solo
depende de la naturaleza quimica del mismo, sino ademds de
variables a contfrolar como son la forma, el tamano, o incluso el punto
de aplicacion.

Puesto que los sistemas biodegradables se reabsorben mediante
mecanismos causados generalmente por reacciones hidroliticas,
activadas por enzimas cataliticos (esterasas, amidasas, lipasas, etc.),
los productos que se producen como consecuencia de las
reacciones no deben presentar toxicidad tanto a nivel local como en

los drganos encargados de su eliminacion (higado, rindn).

La biodegradacion se lleva a cabo en fres etapas definidas?s:

Etapa de Hidrdlisis: Las moléculas de HO remanentes en los huecos
de la estructura, realizan un ataque nucleofilico sobre los enlaces de
las largas cadenas poliméricas, resultando pequenos fragmentos
hidrosolubles.

Etapa de Metabolizacién: Estos pequenos fragmentos hidrosolubles
entran en el ciclo del dcido citrico o Ciclo de Krebs donde son

metabolizados a dcidos monoméricos.
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« Etapa de Excrecién: Las moléculas de H2O y CO» resultantes del Ciclo

de Krebs son expulsadas del cuerpo a través de la orina en su mayor

proporcion, y en menor a través del aliento.

Los mecanismos generales de degradacion de los polimeros son por via
quimica o biolégica. Los organismos vivos producen enzimas capaces de
atacar a los biopolimeros. Estas enzimas son proteinas de complicada
estructura quimica y diferentes pesos moleculares que van de 103 a 10¢
KDa. Poseen grupos hidrofilicos (COOH, OH, NHz) y son comuUnmente
solubles en sistemas acuosos. Su precipitacion es usualmente causada por
alta concentracion de sales univalentes y bajas concentraciones de iones
metdlicos multivalentes43.

La lisozima, también llamada muramidasa, es una enzima de 14,4 kilo
Dalton que dana las células bacterianas catalizando la hidrdlisis de las
uniones beta 1,4 entre los residuos del dcido N-acefiimurdmico (NAM) y el
carbono cuatro de la N-acetil-D-glucosamina (NAG) en un peptidoglicano,

en un polisacdrido alternante de NAM-NAGSS,

Rotura por lisozima

CH,OH CH,OH

Fig.18 Estructura quimica del sitio de lisis de la lisozima.

Asi pues estas enzimas disuelven la pared celular, dando lugar a la lisis y la

muerte bacteriana. La lisozima se une a un hexasacdrido deformando el
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cuarto azucar (el anillo D) que adopta una conformacion de mediasilla. En

este estado de tension el enlace glucosidico es facilmente rotoss.
Es importante evaluar el proceso de degradacion de los polimeros de

muestras sometidas a diferentes tiempos de inmersion en medios acuosos

en condiciones fisiologicas.
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2.1 CUADRO METODOLOGICO

OBJETIVO GENERAL. Obtener un termogel de quitosan/alcohol polivinilico y quitosan/p-glicerofosfato y caracterizarlo en base a sus propiedades

fisicas, fisicoquimicas y bioldgicas basado en de sodio para formar un implante medicinal a través de inyeccion.

v

Objetivo 1Evaluacion de termogeles de
quitosan-alcohol polivinilico y quitosan-p-
glicerofosfato de sodio a diferentes
concentracionesy diferentes pesos
moleculares de quitosan.

Actividad 1

v v

v

Objetivo 2. Caracterizar los diferentes termogeles
obtenidos por medio de pruebas fisicas (textura,
microscopia electronica de barrido), fisicoquimicas
(calorimetria) y bioldgicas (degradacion de los

A 4

Objetivo 3. Implantar a través de inyeccion el
termogel en ratas.

termogeles).

Preparacion de la Preparacion de la
solucion de solucion de alcohol
quitosan polivinilico (PVA).

Actividad 1 Observacion de la estructura de los
termogeles liofilizada por microscopia electrdnica
utilizando un microscopio electrénico JSM-25S II JEOL.

A 4

Afadir la solucién de PVA
a la solucidn de quitosan.

A 4

Agitar por 15 min 'y
posteriormente incubar a
37°C.

)

Se realiza el mismo
procedimiento para el
B-glicerofosfato.

A 4

A 4

v

Preparacion de un
termogel de quitosan-
PVA y  quitosan-B-
glicerofosfato como se

Se usaran ratas de
9 meses de edad

indica en el objetivo 1.

Actividad 2 Evaluacion de los parametros texturales
de los termogeles de Qn/B-GF y Qn-PVA a cuatro
diferentes concentraciones de quitosan (1%, 2%, 3%
y 5%).

\ 4

Se inyectan ratas subcutaneamente 300 ul de la
mezcla de quitosan-PVA y quitosan-p-glicerofosfato

A 4

Actividad 3Evaluacion de los termogeles de Qn/B-GF
y Qn-PVA por calorimetria diferencial de barrido.

en el area peritoneal.

\ 4

Actividad 4 Degradacion in vitro del termogel de
Quitosan-B-GF y Quitosan-PVA durante 3 semanas, en
buffer de fosfatos y lizosima haciendo un registro
fotografico.

Actividad 2

Evaluar la influencia del peso molecular en el pH de
los termogeles variando tres pesos moleculares a
una concentracion del 2% (p/v) de quitosan.

A 4

A

Evaluar la influencia de la concentracion en el pH de
los termogeles variando concentraciones al 1%, 2%,
3% y 5% p/v de quitosan para determinar la
concentracion a la cual pueda inyectarse.

l

Conclusion

Se extrae el implante termogel de quitosan/PVA de
las ratas después de 5 dias.

Congelacién vy liofilizacion del implante extraido de
la rata.

A 4

Resultados y Discusion |¢———

Andlisis por microscopia electrénica los implantes
liofilizados, en un microscopio JSM-25S II JEOL.
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CAPITULO I ]
2.1 METODOLOGIA

El quitosan utilizado se obtuvo del laboratorio de Biotecnologia unidad
posgrado FES-Cuautitidn Campo 1. Caracterizado mediante el uso de la
patente: Solicitud de Patente “Proceso para la extraccidon de quitina a
partir de crustceos y su conversion a quitosdn. En trdmite Instituto
Mexicano de la Propiedad Industrial No. de expediente 005444. Mayo 31
2000. No de folio 1175930-5.

ETAPA 1
Objetivo 1 Obtener termogeles de quitosan-alcohol polivinilico y quitosdn-
B-glicerofosfato de sodio a diferentes concentraciones y a diferentes pesos

moleculares de quitosdn.

Actividad 1. Variacion del peso molecular del quitosdn en la formaciéon de

los termogeles.

> Formacion de termogeles Quitosan/PVA.
Se prepararon soluciones de quitosan en solucidon buffer de dcido acético
0.2 M/acetato de sodio 0.2 M a pH 4.6 a una concenfracion al 2% (p/v)

con diferentes pesos moleculares de quitosan.

PESO
MOLECULAR % DA
Da
] 55,435.135 95
2 118,541.085 95
3 192,132.263 97
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Se prepararon soluciones de alcohol polivinilico al 2% alcalinizada. Se

enfriaron ambas muestras en un bano de hielo. Posteriormente, se anadid
la solucion de alcohol polivinilico a la solucion de quitosdn y se agitd por 15
min. Se colocaron las soluciones de la mezcla de los geles ya enfriada en
una incubadora a 37°C durante 24 horas.

Por medio de un andlisis cualitativo (consistencia del gel al tacto, color,
pHrinal de la mezcla), se evalud si existe influencia del peso molecular en la
formacion de los termogeles de quitosdn, asi como la influencia del pH final

de la mezcla para dicha formacion.

PM (Da) PHFNAL CARACTERISTICAS
QUITOSAN Q-PVA Y COLOR DEL GEL
1 55,435.135
2 118,541.085
3 192,132.263

Formacion de termogeles Quitosan/p-GF.
Se prepararon soluciones de quitosan en solucidon buffer de dcido acético
0.2 M/acetato de sodio 0.2 M a pH 4.6 a una concentracion al 2% (p/v) a

diferentes pesos moleculares de quitosan.

PESO M(D)(I;ECULAR % DA
1 55,435.135 95
2 118,541.085 25
3 192,132.263 97

Se prepararan soluciones de PR-glicerofosfato de sodio al 2% (p/v). Se
enfriaron ambas soluciones en un bano de hielo. Posteriormente, se anadid
la solucién de B-GF a la solucion de quitosdn y se agitdé por 15 min. Se
colocd la mezcla del polimero mds el contra idn ya enfriado en una

incubadora a 37°C durante 24 horas.
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Por medio de un andlisis cualitativo (consistencia del gel al tacto, color,

pHina de la mezcla), se evaluo si existe influencia del peso molecular en la
formacion de los termogeles de quitosan, asi como la influencia del pH final

de la mezcla para dicha formacion.

PM (Da) PHFNAL CARACTERISTICAS
QUITOSAN Q/BGF Y COLOR DEL GEL
1 55,435.135
2 118,541.085
3 192,132.263

Actividad 2. Variacion de concentraciéon de quitosdn.

Se prepararon soluciones de quitosan en solucion buffer de dcido acético
0.2 M/acetato de sodio 0.2 M a pH 4.6 a una concentracion al 2%, a
diferentes concenfraciones de quitosdn. Las concenfraciones ufilizadas
fueron al 1%, 2%, 3% y 5% (p/v) de quitosan.

Se prepararon soluciones de alcohol polivinilico para formar los termogeles
como en la actividad 1. Se readlizd el mismo procedimiento para los
termogeles de quitosan- B-glicerofosfato de sodio.

Se determind la concentracion de quitosdn adecuada para la formacion
de los termogeles (liquido a temperatura ambiente y sélido a 37°C) de
manera cualitativa (consistencia del gel al tacto, color, pHfna de la

mezcla). Asi como la influencia del pH final de la mezcla.

CONCENTRACION | PM (Da) pHiinal CARACTERISTICAS
DE QUITOSAN QUITOSAN Q-PVA Y COLOR

1%
2%
3%
5%

INYECTABLE
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CONCENTRACION | PM (Da) pHiinal CARACTERISTICAS
DE QUITOSAN QUITOSAN Q-PVA Y COLOR

1%
2%
3%
5%

INYECTABLE

ETAPA 2. CARACTERIZACION DE LOS TERMOGELES DE QUITOSAN.

Objetivo 2. Caracterizar los diferentes termogeles obtenidos por medio de
pruebas fisicas (microscopia electronica de barrido MDB, andlisis de perfil
de textura APT), bioldgicas (degradacion de los termogeles) vy

fisicoquimicas (calorimetria diferencial de barrido DSC).

Actividad 1. Microscopia electronica de barrido.

Los termogeles de quitosan-PVA y termogeles de quitosdn-R-glicerofosfato
al 2% (p/v) fueron congeladas a -20°C durante 24 horas. Una vez
congelados los termogeles fueron secados mediante una cdmara de
liofilizacion Labconco Mod. Freezezone 6 a -34°C durante 72 horas a una
P=-40mBar, con una bomba de vacio de 2 etapas, los geles liofilizados
fueron cortados y colocados sobre una base de plata y fueron recubiertas
de oro en una ionizadora de oro (o vaporizadora de oro) ion sputeer para
conferirle propiedades conductivas. La morfologia de los geles secos fue
observada mediante un microscopio electronico de barrido JSM-255 I
Scanning Microscope JEOL FES- Cuautitldn, a diferentes aumentos (45x,
300x, 1000x y 1500x), con un voltaje de 12.5 KV.
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Actividad 2. Andlisis de perfil de textura.

Se utilizaron termogeles de quitosdn-PVA y quitosdn-p-glicerofosfato de
sodio al 1%, 2%, 3%y 5%(p/V).
Una vez formados los termogeles estos fueron analizados en un
texturéometro Lloyd TA 500 fijando el protocolo de experimentacion con las
siguientes condiciones:

1. Se usd un sensor en forma de cilindro de 2 pulgada.
El recipiente para las mezclas fue de 1 cm de altura.

Los termogeles de quitosan fueron analizados a 37 °C.

M 0D

La celda de carga fue de 1Kg.

5. Se redlizaron 4 repeticiones para cada concentracion.
Se andadlizaron pardmetfros como dureza, elasticidad, fuerza de fractura,
adhesividad, cohesividad, utilizando un andlisis de varianza de dos

factores.

Actividad 3. Calorimetria diferencial de barrido.

Las medidas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se llevaran a
cabo ufilizando un calorimetro diferencial de barrido 2920 Modulated DSC
y un sistema mecdnico de enfriamiento RCS; el protocolo de prueba fue:
La velocidad de barrido de 10°C/min, con una modulacion de + 0.796°C,
bajo una atmdsfera de nitrdgeno a 60 ml/min, con un intervalo de
temperatura de -10°C a 150°C. Las soluciones de quitosdn-PVA vy
quitosan/p-glicerofosfato (2% p/v) se colocaron en charolas de aluminio y
se sellaron herméticamente. Se realizaron 2 repeticiones por cada uno de
los termogeles, se obtuvieron pardmetros como la temperatura de

transicion vitrea (Tg), entfalpia, capacidad calorifica. Se analizd el
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comportamiento estructural de los termogeles, asi como los pardmetros

anteriormente mencionados.

Actividad 4. Degradacién de los termogeles de quitosan.

Se prepararon geles de quitosdn/PVA y quitosdn/p-glicerofosfato de sodio
al 2% p/v. Los cuales fueron colocados en una solucion buffer de fosfato de
sodio monobdsico 0.2 M/fosfato de sodio dibdsico 0.2 M a pH= 7.4
conteniendo 4mg/ml de lisozima (F. Ganji et al.,, 2007). Se registrd la
degradacion de los termogeles a través de fotografias durante 3

semanas.
ETAPA 3 IMPLANTE DE LOS TERMOGELES DE QUITOSAN EN RATAS.

Objetivo 3. Implantar a fravés de inyeccion el termogel en ratas.

Actividad 1. Se prepararon geles de quitosan-PVA vy quitosan/p-

glicerofosfato de sodio al 2% p/v,

Actividad 2.Las mezclas de los termogeles liquidos, se inyectaron a cada
una de las ratas subcut@dneamente. Después de 5 dias se extrajeron los

implantes remanentes de los fermogeles de las ratas.

Actividad 3. Los implantes exfraidos se congelaron a -20°C durante 24 horas
y fueron secados mediante liofilizacion durante 48 horas. Estos geles
liofilizados fueron cortados y colocados sobre una base de plata y fueron
recubiertos de oro en una ionizadora de oro ion sputeer para conferirle
propiedades conductivas. La morfologia de los geles secos fue observada
mediante un microscopio electronico de barrido JSM-255 Il Scanning

Microscope JEOL FES- Cuautitlan, a un aumento de 10000x
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CAPITULO IlI
3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1Termogeles obtenidos a diferentes pesos moleculares y concentraciones

de quitosan.

Actividad 1. Variacion del peso molecular del quitosan en la formacion de
los termogeles de quitosan-alcohol polivinilico (PVA) y quitosan/p-
glicerofosfato (Qn/p-GF).

En la preparacion de los fermogeles de Qn-PVA y Qn/B-GF donde se
utilizaron 3 diferentes pesos moleculares de quitosdn, se observd que con
los tres pesos moleculares se formaron sdlidos con diferentes caracteristicas

fisicas como se detalla en la Tabla 4 y 5:

Tabla 4. Variacion de peso molecular para Qn-PVA.

pH rnaL CARACTERISTICAS
PM(Da) Qn- PVA CONSISTENCIA Y COLOR
1 55,435.135 7.0 Gel blando

2 | 118,541.085 7.316 Gel transparente y duro
Gel muy blando, con
liberacion de agua

3 | 192,132.263 6.9

Tabla5. Variacién de peso molecular para Qn/R-GF

PM©) | Gu/i'Gr | CONSISTENCIAY COLOR
1 55,435.135 7.01 Gel blando
2 | 118,541.085 7.300 Gel blanco y duro
3 | 192,132.263 6.8 Gel blando

En los resultados obtenidos se observd que tanto los termogeles de Qn-PVA
como de Qn/pB-GF se formaron unas masas sélidas, sin embargo,
presentaron marcadas diferencias de consistencia. Se observd que el peso

molecular no influye en la formaciéon de los termogeles; estos resultados
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concuerdan con los obtenidos por (Chenite et al., 2000) en los que realizd

estudios con diferentes pesos moleculares de quitosdn para la formacion
de termogeles y concluyd que el peso molecular no muestra un efecto
significativo en la temperatura de gelacion.

Sin embargo, en ambos casos, la formacién de los termogeles depende
del pH final de la mezcla, ya que por debajo de pH= 7.0 los geles son
blandos o incluso no se llegaron a formar, y por encima de pH=7.0 las
caracteristicas de los termogeles tienen una consistencia mds regular y

compacta.

De acuerdo a los resultados obtenidos los termogeles de quitosdn con un
peso molecular de 118,541Da y el pH por encima de 7.0 es el que mejor

consistencia presentd tanto para los geles de Qn/B-GF como para Qn-PVA.

> Actividad 2. Variacién de la concentracién de quitosan.

Debido a los resultados obtenidos en la actividad anterior se hizo una
variacion de concentracion de quitosdn utilizando el peso molecular de
118,541 Da. La determinacion de la concentracion para la formacion del
termogel con mejores caracteristicas de consistencia se muestra en la

Tabla éy 7.

Tabla 6. Variacidon de concentracidon de Qn-PVA

Z CARACTERISTICAS
CONCENTRACION PHrinAL
DE QUITOSAN PM (DA) Q- PVA CONSISTENCIA Y INYECTABLE
COLOR
Gel blando con
1% 118,541.085 7.182 liberacién de Si
agua
2% 118,541.085 7.3 Gel si
3% 118,541.085 7.0 Gel Si
5% 118,541.085 7.0 Gel muy duro Nno
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Tabla 7. Variacidén de concentracion de Qn/p-GF

ceamacon | oy | g [ cAmaEens e
1% 118,541.085 7.200 Gel blando Si
2% 118,541.085 7.300 Gel Si
3% 118,541.085 7.310 Gel Si
5% 118,541.085 7.353 Gel duro Nno

En la variacion de la concentracion de los termogeles de Qn/R-GF y Qn-
PVA se observd que el pH de la mezcla, influyd en la consistencia del gel
formado. También la concentracidon del quitosdn influyd, ya que a mayor
concenfracion de quitosdn, los termogeles presentaron mayor consistencia

como puede observarse en las Tablas 6y 7.

El termogel de Qn/R-GF al 1% fue muy blando. El termogel de Qn/p-GF al
2% fue mds compacto; ya que al momento de la preparacion tuvo una
consistencia liguida adecuada para ser inyectado y al ser llevado a una

temperatura de 37°C se obtuvo un gel firme y consistente.

El termogel de Qn-PVA al 2% obtenido presentd una consistencia liquida
adecuada para ser inyectado y ya como gel formado a 37°C presentd

una consistencia fuerte con liberacion de agua.

Las concentraciones del 3% y 5% de los termogeles de Qn/B-GF y Qn-PVA
fueron descartadas debido a que presentaron una consistencia muy
espesa imposible de inyectarse.

Debido a los resultados anteriores el quitosan de peso molecular 118,541
Da, la concentracion de las mezclas al 2% (p/v) y pH final de las mezclas
por encima de 7.0, son las adecuadas para la formaciéon de los termogeles
de Qn/B-GF y Qn-PVA.
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3.2. ETAPA 2. CARACTERIZACION DE LOS TERMOGELES DE QUITOSAN/B-
GLICEROFOSFATO Y QUITOSAN-ALCOHOL POLIVINILICO.

3.2.1 Actividad 1. Microscopia electréonica de barrido.

Las micrografias MEB se utilizaron para analizar la morfologia del los
termogeles de quitosan /R-glicerofosfato, quitosdn-alcohol polivinilico al
2% (p/v), se usd esta concentracion debido a que fue la que presentd los
mejores resultados en las pruebas de |la Etapa 1. Se va a calcular la
distribucion de tamano de poros. Las mismas fueron tomadas con un
microscopio JSM-255 Il Scanning Microscope JEOL, sobre la superficie del

hidrogel.

En la Fig.19 se muestran las micrografias por MEB a diferentes aumentos
45x, 300x y 1000x donde se pueden observar las diferencias del tamano

de poro de los hidrogeles obtenidos.
En estas fotografias se observa que al incubar los termogeles a 37° C se

forma una matriz de entrecruzamiento con poros de un tamano promedio

de 30 micras para el Qn-PVA y de 42.5 micras para el Qn/p-GF.
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(e)Quitosan/ p- GF 1000x (f) Quitosdn-PVA 1000x

Fig.19 Micrografias de barrido electronico de los termogeles de Qn/B-GF y Qn-
PVA.al 2%(p/v) (ay b) a 45 (cy d); a 300x (e y f) a 1000x.
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Las micrografias a y b tomadas en la superficie de los dos termogeles a 45x,

se observd que en el termogel de Quitosan/B-GF presenta poros mads
regulares en comparacion con el termogel de quitosan-PVA que presenta

poros mds alargados.

En las micrografias ¢ y d tomadas de canto a 300x, se observa que las
redes de entrecruzamiento del termogel de quitosdn/p-GF tienen un

ordenamiento mayor que en el caso del termogel de quitosan-PVA.

En las micrografias e y f tomadas a 1000x, se observa una microestructura
muy fibrosa con largas dreas intferconectadas entre las fibras. Se observa
que durante la pérdida del agua de los termogeles de Qn-PVA y Qn/B-GF
la estructura de los poros se compactd. También se observd que el tamano
del poro es mds compacto y en mayor niUmero en el tfermogel de Qn-PVA.
En el termogel de Qn/p-GF el tamano del poro es mayor pero la red
alrededor del poro es muy cerrada. Sin embargo en la superficie de los
termogeles se observd un efecto diferente debido a la pérdida de agua,
mientras se forma la estructura fibrosa dentro de ellos, en la superficie se
forma una pelicula extendida. Esto se confirma con los estudios realizados
por (K.E. Crompton et. al. 2005) que menciona que los hidrogeles forman
peliculas extendidas debido a la deshidratacion de las superficies durante

la gelacion.

3.2.2 Actividad 2. Andlisis de Perfil de Textura (APT).

Se realizé un andlisis de textura TPA (dureza, cohesividad, adhesividad,
fuerza de fractura, elasticidad) para los termogeles tanto de Qn/R-GF
como de Qn-PVA, a cuatro diferentes concentraciones (1%, 2%, 3% y 5)

usando un Texturémetro Lloyd TA 500, el cual se ilustra en la Fig. 20.
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Fig20. Texturometro Lloyd TA 500

A los resultados obtenidos se les realizd un andlisis estadistico usando un
andlisis de varianza de dos factores, con un grado de significancia a= 0.05

(ver anexo 2), representados en las siguientes graficas:

DUREZA

Para analizar los datos obtenidos es importante definir la dureza como la

fuerza necesaria para una deformacion dada228,

0.035

0.03
0.025
0.02 / /
0.015 / / —e—Qn-BGF
0.01 .// —i—Qn-PVA

0.005

Dureza (KgF)

0 T T T T T 1
0% 1% 2% 3% 4% 5% 6%

Concentracion (p/v)

Grdfico 1 1) Dureza de los termogeles de Qn/p-GF y Qn/PVA entre concentraciones de
un mismo sistema con una P= 4.94E-06 y un grado de significancia de o=0.05. Il) Dureza
entre los termogeles de Qn-PVA y Qn/B-GF con una P=0.0010 y un grado de significancia
de a=0.05.
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El andlisis estadistico mostré que para los dos termogeles de Qn/B-GF y Qn-

PVA si existe una diferencia significativa (P=4.94 E-06) dependiente de las

concenfraciones del 2%, 3%y 5% de quitosdn en el fermogel.

El fermogel de Qn-PVA presenta un aumento en la dureza al incrementar
la concentracion del 2% al 3% mientras que del 3% al 5% tiene un minimo

incremento en la dureza.

Para el termogel Qn/R-GF la dureza tiene un aumento a la concentracion
del 2% al 3% mientras que del 3% al 5% presenta un incremento mayor,

como se observa en la Grdfica 1.

Asi mismo, el andlisis estadistico mostré que entre la dureza de los dos
termogeles si existen diferencias significativas (P=0.001), en el grdfico 1
podemos observar que el termogel de Qn-PVA tiene valores mayores de

dureza a la concentracion del 2% Y 3% que el termogel de Qn/p-GF.

COHESIVIDAD
De la prueba del andlisis de perfil de textura se obtfuvieron resultados de
cohesividad la cual se define como que tanto puede deformarse un

material antes de romperse?2.28,
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Grdfico 2 |) cohesividad de los termogeles de Qn/B-GF y Qn/PVA entre concentraciones
de un mismo sistema con una P= 0.0105 y un grado de significancia de «=0.05. Il
Cohesividad enftre los termogeles de Qn-PVA y Qn/B-GF con una P=0.0444 y un grado de
significancia de o=0.05.

El andlisis estadistico mostré que para la cohesividad enfre las
concentraciones de los dos termogeles de Qn/B-GF y Qn-PVA si existe una
diferencia significativa  (P=0.0105), cuando se modifican  las
concentraciones de quitosdn del 2%, 3% y 5% en cada termogel.

La cohesividad en el fermogel de Qn-PVA solo tiene una ligera disminucion
a la concentracion del 2% al 5%; esta tendencia se mantiene con las
concentraciones del 2 al 3%; mientras que del 3 al 5% se mantiene
constante; como se observa en el Grdfico 2.

El termogel de Qn/B-GF  presenta una disminucidn mayor en la
cohesividad al incrementar la concentracion del quitosdn del 2 al 5%;
mientras que del 2 al 3% la disminucion de la cohesividad es menor; con
respecto a la concentracion del quitosdn del 3 al 5% presenta una
tendencia similar a la concenfracion del 2 al 3%; como se observa en el

Grdfico 2. A mayor concentracion, menor cohesividad.
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Asi mismo el andlisis estadistico mostrd que entre la cohesividad de los dos

termogeles si existe diferencia significativa (p=0.0444), el termogel de Qn-
PVA tiene valores mds pequenos de cohesividad a la concentracion del 2
y 3% que el termogel de Qn/p-GF, pero a la concentracion del 5% tienen
los mismos valores y no hay diferencia en la cohesividod a esta

concentracion. (Ver anexo 1)

ADHESIVIDAD

Ofro de los pardmetros obtenidos del perfil de textura para los termogeles
es la adhesividad, que es definida como el tfrabajo necesario para vencer
las fuerzas de atraccion entre la superficie del material y la superficie de los

otros materiales con los que el fermogel estd en contacto?22s,
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Grdfico 3 |) Adhesividad de los termogeles de Qn/p-GF y Qn/PVA enfre concentraciones
de un mismo sistema con una P= 0.0005 y un grado de significancia de «=0.05. Il
Adhesividad entre los termogeles de Qn-PVA y Qn/B-GF con una P=0.7384 y un grado de
significancia de o=0.05.

El andlisis estadistico mostré que para la adhesividad en los dos termogeles
de Qn/B-GF y Qn-PVA si existe una diferencia significativa (P=0.0005),
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cuando se incrementan las concentraciones de quitosdn del 2%, 3% y 5%

en cada termogel.

El termogel de Qn-PVA presenta una disminucion de la adhesividad al
incrementar la concentracion del quitosdn del 2% al 3%, mientras que del
3% al 5% se incrementa la adhesividad. Como se observa en el grafico 3.
La adhesividad en el termogel de Qn/R-GF tiene un comportamiento
contrario al termogel de Qn-PVA porque al aumentar la concentracion de
quitosdan del 2% al 3% y del 3% al 5% mantiene un aumento constante en la

adhesividad, como se observa en el Grdfico 3.

Por otro lado el andlisis estadistico mostré que entre la adhesividad en los
dos termogeles no existe diferencia significativa (P= 0.7384), para confirmar
que no existe dicha diferencia significativa entre las medias de los
termogeles se realizd un andlisis de Tukey (a=2y f=1)1, en donde se obtuvo
que las diferencias de las medias de las concentraciones al 2% y las medias
al 5% si existe una diferencia significativa en la adhesividad y las medias de
los dos termogeles a la concentfracion del 3% no existe una diferencia
significativa en la adhesividad, por lo que se concluye que de manera
global, solo existe diferencia significativa segun el valor de Tukey entre dos
concentraciones pero dicha diferencia es demasiado pequena para que
sea considerada como diferencia significativa con respecto al valor de la
probabilidad.

FUERZA DE FRACTURA

Un pardmetro importante para conocer la fuerza mecdnica de los
termogeles es la fuerza de fractura, la cual se define como la fuerza con la

cual se rompe un material (alto grado de dureza y bagjo de

! a= ndmero de tratamientos
f=grados de libertad
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cohesividad)228, Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente

Grdfica:

0.025

002 —
// //
0.01 / —0—Q-BGF

—li—Qn-PVA
0.005 /

O T T T T T 1
0% 1% 2% 3% 4% 5% 6%

Fza. de fractura (KgF)

Concentracion (p/v)

Grdfico 4 |) Fuerza de fractura de los termogeles de Qn/B-GF y Qn/PVA entre
concentraciones de un mismo sistema con una P= 0.0487 y un grado de significancia de
o=0.05. Il) Fuerza de fractura entre los fermogeles de Qn-PVA y Qn/R-GF con una P=0.1476
y un grado de significancia de o=0.05.

El andlisis estadistico mostré que para los dos termogeles de Qn/p-GF y Qn-
PVA si existe una diferencia significativa (P= 0.0487), cuando se
incrementan las concentraciones de quitosdn del 2%, 3% y 5% en cada

termogel.

Los termogeles de Qn/B-GF y Qn-PVA presentan un incremento de la
fuerza de fractura al incrementar la concentracion del quitosdn del 2 al 3%
y del 3 al 5%, sin embargo el termogel de Qn-PVA presenta mayor fuerza

de fractura entre las concentraciones, como se observa en el Grdafico 4.
Los datos del andlisis estadistico mostraron que entre la fuerza de fractura

en los dos termogeles no existe diferencia significativa (p= 0.1476), para

confirmar que no existe diferencia significativa entre las medias de los
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termogeles se realizd un andlisis de Tukey (o= 2 y f=1)2, donde se obtuvo

que las diferencias entre las medias de las concentraciones al 2%, 3% y 5%
no tiene una diferencia significativa en la fuerza de fractura segun el valor
de Tukey por lo que se concluye de manera global que no hay diferencia
significativa entre los dos ftermogeles en este pardmetro textural en

particular.

ELASTICIDAD

El Ultimo de los pardmetros obtenidos fue la elasticidad que se define
como la tasa a la cual un material deformado regresa a su condicion

inicial después de retirar la fuerza deformante2.28,
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Grdfico 5 |) Elasticidad de los termogeles de Qn/B-GF y Qn/PVA entre concentraciones
de un mismo sistema con una P= 0.0097 y un grado de significancia de «a=0.05. )
Elasticidad entre los termogeles de Qn-PVA y Qn/B-GF con una P= 0.1667y un grado de
significancia de a=0.05.

% a= nimero de tratamientos
f=grados de libertad
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El andlisis estadistico mostré que para los dos tfermogeles de Qn/p-GF y Qn-

PVA si existe una diferencia significativa (P= 0.0097), cuando aumentan las

concenfraciones de quitosan del 2%, 3% y 5% de cada termogel.

Los termogeles de Qn/p-GF y Qn-PVA presentan un incremento en la
elasticidad al incrementar la concentracion del quitosan del 2 al 3% y del 3
al 5%, sin embargo el termogel de Qn/B-GF presenta mayor elasticidad

entre las concentraciones, como se observa en el Grdafico 5.

Por otro lado el andlisis estadistico mostré que la elasticidad entre los dos
termogeles no existe diferencia significativa (p= 0.1667), para confirmar
que no existe diferencia significativa entre las medias de los termogeles se
realizd un andlisis de Tukey (a= 2 y f=1)3, en donde se obtuvo que las
diferencias entre las medias de las concentraciones al 2%, 3% y 5% no tiene
una diferencia significativa segun el valor de Tukey por o que se concluye
de manera global no hay diferencia significativa entre los dos termogeles

en este pardmetro en particular.

3.3.3 Actividad 4. Calorimetria diferencial de barrido.

La calorimetria diferencial de barrido permite el estudio de aquellos
procesos en los que se produce una variacion entdlpica, por ejemplo la
determinacién de los calores especificos, entalpias de reaccion y la
determinacion de otras fransiciones. En el campo de polimeros pueden
determinarse fransiciones térmicas como la temperatura de transicion vitrea

Tg, asi como nos da informacion sobre los cambios de entalpia y de calor

* a= nimero de tratamientos
f=grados de libertad
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especifico que acompanan a las fransiciones conformacionales de los

polimeros (Gonzdlez B.FJ. 2008).

Uno de los pardmetros importantes para el objetivo de este estudio es la
temperatura de fransicion vitrea (Tg); ésta se define como la temperatura a
la cual un polimero cambia de un estado rigido y quebradizo a ofro blando
y maleable.La transicion vitrea se manifiesta en los polimeros amorfos; es
decir, polimeros cuyas cadenas no estdn dispuestas en un ordenamiento
cristalino, sino que estdn esparcidas en cualquier forma, aiun en estado
sOlido®4.

La temperatura de fransicion vitrea (Tg) se observa como un pico en la
grdfica de flujo de calor total (gréfica 6); esta grafica nos muestra los
cambios globales que ocurren en ambos termogeles, es decir, el flujo de
calor reversible (cambios estructurales) y el flujo de calor irreversible
(cambios cinéticos) que ocurren.

Los termogeles de Q/B-GF y Q-PVA al 2% (p/v) fueron analizados mediante
DSC de flujo de calor, donde se obtuvo el siguiente grafico de flujo de

calor total:
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Grdfico 6. Termograma del flujo de calor total de los termogeles de Qn/B-GF y Qn-
PVA al 2% (p/v).

El grafico 6 presenta los cambios globales que ocurren en el termogel de
Qn/B-GF, primero se presenta un cambio térmico a 3.82°C a esta
temperatura se dan interacciones hidrofébicas del quitosdn- quitosédn que
debe ser aumentado por la accion estructurada del glicerol en el agua.

(Chenite, et al. 2000).

El termogel de Qn/B-GF presenta una temperatura de transicion vitrea a
51.62°C con una cambio entdipico de 104.8 J/g, en el termograma se
observa como un pico endotérmico. Al llegar a esa temperatura se tiene la

formacion del termogel.

Ofros investigadores como (Chenite et al, 2000) realizaron estudios en
mezclas de quitosdn/p-glicerofosfato encontrando la temperatura de
gelacion a ~ 45°C. De acuerdo a estos investigadores el pardmetro de la
temperatura de gelacion estda influenciado por el pH final de la mezcla.

(Chenite et. al, 2000) demostré que soluciones de Qn/p-GF con valores de
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pH de 6.5-6.9 son completamente termorreversibles y que el pH bajo inhibe

la formacion de enlaces de hidrogeno debido a la fuerte presencia de
repulsion electrostatica intercatenaria que da como consecuencia el
desplazamiento de la temperatura de gelacion. Por ofro lado (Chenite et
al, 2001) realizd un nuevo estudio de soluciones de Qn/B-GF demostrando
la influencia del pH en la temperatura de gelacion en donde encontré que
soluciones a pH de 6.85 tienen una temperatura de gelacién cercana a los
50°C mientras que soluciones que se acercan a pH de 7.2 tienen una
temperatura de gelaciéon de ~ 37°C. Demostrd también que un incremento
en el pH ayuda a reducir la densidad de carga de las cadenas de
quitosan y por tanto reducen la repulsion electrostatica permitiendo la
disminucion en la temperatura de gelaciéon y por ende ayudando a la
formacién del termogel. En nuestro estudio la temperatura de gelacion fue
a 51.62°C esto fue debido al valor de pH final de la mezcla de quitosan/p-

glicerofosfato~(pH = 7.3).

Para el termogel de Qn-PVA el termograma muestra fres fransiciones
globales importantes como se observa en la grdfica é.

La primera transicion térmica se presenta a 6.69°C donde el termogel tuvo
un requerimiento de energia para realizar un reordenamiento de la
estructura, para con esto promover la formacién de los enlaces puente de
hidrogeno entre el quitosdn y el alcohol polivinilico (Tang et. al., 2007).

La segunda transicion térmica es a 47.62 °C a ésta temperatura el quitosdn
y el alcohol polivinilico tienen el disposicionamiento estructural necesario
para iniciar la formacion de las interacciones hidrofébicas y por lo tanto
de lared de entrecruzamiento del termogel.

El tfermogel de Qn-PVA presenta una temperatura de transicion vitrea de
70.41 °C con una entalpia de 979.5 J/g, como se muestra en el

termograma; a esta temperatura se tiene la formacion de la red de
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enfrecruzamiento, investigaciones realizadas por (Gonzales, Alvarez, 2009)

obtuvieron un termogel de Quitosdn/PVA por un método de
congelamiento-descongelamiento y mencionan que la temperatura de
transicion vitrea que obtuvieron fue de 72°C, por lo que a pesar de haber
utilizado un método diferente para la formacion del termogel, el valor de la
temperatura de transicion vitrea tiene una diferencia de 2 grados, esto
pudo derivarse del valor de pH final de la mezcla(=7.3) y/o a las

condiciones a las que se corre la muestra en el calorimetro.

Como se puede observar de los valores de las entalpias, es mayor la
cantfidad de energia requerida para la formacion de los geles de Qn-PVA
(AH=979.5 J/g.) que para los de Qn/pB-GF (AH=104.8 J/g). esto es debido al
tipo de enlace que tienen cada uno de los termogeles; en el caso del Qn-
PVA es un enlace de tipo interpolimérico y en el Qn/B-GF es un enlace tipo
idnico.

Capacidad calorifica

Uno de los pardmetros importantes que podemos obtener de un DSC es la
capacidad calorifica; que se define como la cantidad de calor necesaria

para elevar la temperatura de un gramo de cualquier material un grado

Celsiusd4.

En la Grdfica 7 muestra los cambios en la capacidad calorifica debido al
cambio estructural de los termogeles de quitosén/p-glicerofosfato y

quitosan-alcohol polivinilico.
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Grdfica 7. Termograma de la Capacidad Calorifica de los termogeles de Qn/R-
GFy Qn-PVA al 2%(p/v).

Como se observa en la Grdfica 7, los movimientos estructurales ocurren
primero en el termogel de quitosdn/p-glicerofosfato, este primer cambio en
la curva se refleja como un cambio exotérmico, al aumentar la
temperatura se observa cémo cambia el grdfico del ACp de ambos
sistemas, para el sistema de Qn/p-GF conforme se incrementa la
temperatura la gelacion aparece y se tiene el punto mds alto de la curva
que es donde se requiere la mayor cantidad de calor para llegar a la
temperatura de 51.96°C, con un ACp de 1.74 J/g-°C. Esta temperatura de
transicion es la misma que se observa en la grafica 6 de flujo de calor total;

en este punto se tiene la formacion completa del termogel.

67



Capacidad calorifica del termogel de quitosan-alcohol polivinilico.

Los cambios estructurales que ocurren en el termogel de Qn-PVA se
muestran en el termograma del grdfico 7, en éste, se observan las
transiciones termosensible sol-gel. La fransicion se observa en la grafica 7
como un pico exotérmico, en donde se llevan a cabo diferentes tipos de
intferacciones para lograr la formacion del termogel de Qn-PVA. En la
grdfica no se observa la temperatura de transicion como en el caso del
sistema de Qn-BGF sino que la temperatura de transicion se encuentra
enmascarada por la evaporacion del agua. Esto se observa al final del
pico exotérmico entre los 60-75°C, a la temperatura de transicion vitrea de
70°C se tiene un ACp de 1.163 J/g°C, para tener finalmente la formacion

de lared de entrecruzamiento del gel.
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3.3.5 ACTIVIDAD 4. Degradacioén in vitro de los termogeles de quitosan.

Se realizd un andlisis fotogrdfico de la degradacion in vitro de los
termogeles de quitosdn por 30 dias. En la Fig. 21 y Fig. 22 se muestran los
termogeles de Q/BGF y Q-PVA respectivamente formados antes de iniciar

la degradacion.

Fig.21Termogel de Qn/p-GF sin degradar Fig.22 Termogel de Qn-PVA sin degradar
Primera semana

En la primera semana se observd que al adicionar el termogel de quitosan-
B-GF a la solucion buffer de fosfatos a pH 7.4 conteniendo 4mg mL de
lisozima el gel inmediatamente se fragmento al anadirse a la solucion

buffer, a comparacion del termogel de quitosan-PVA.

Fig. 23 Termogel de Qn/p-GF semana 1 Fig.24 Termogel de Qn-PVA semanall

Segunda semana.
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Se observd que en el termogel de quitosdn-pglicerofosfato quedalban unas
trazas de gel mientras que en el termogel de quitosdn-PVA todavia se

enconfraba en mayor cantidad como gel.

v

Fig. 25 Termogel Qn/B-GF semana 2 Fig. 26 Termoéél Qn-PVA semana 2

Tercera semana.

Para la tercera semana el termogel de quitosdn-Bglicerofosfato se
encuentra casi en su totalidad degradado; mientras que el termogel de
quitosdn-PVA |la degradacion fue mas lento, debido a que se observd

gran cantfidad del termogel en la solucién buffer.

Fig. 27 Termogel Qn/B-GF semana 3 Fig.28 Termogel Qn-PVA semana 3

Comparando ambos termogeles se comprobd que el termogel de

Quitosan/p-GP se degrada mds rapido que el termogel de quitosan-PVA.
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3.4 ETAPA 3 IMPLANTE DE LOS TERMOGELES DE QUITOSAN EN RATAS.

Extraccion del remanente del implante del termogel quitosan-PVA.

Se usaron dos ratas que fueron inyectadas subcutdneamente en el drea
peritoneal con una dosis de 300 ul c/u de una solucion de termogel de
quitosadn-PVA y quitosdn/p-glicerofosfato de sodio respectivamente; para

realizar la degradacioéon in vivo del tfermogel, como se muestra en la Fig. 29.

Fig. 29 Inyecciéh el imIdnTe del ’rrmogel de Qn-PVA

Se extrajo el remanente del implante del termogel que quedd en la rata
después de 5 dias de ser implantado.

Se determiné al momento de la exiraccién que la degradacién del
termogel no fue completa, como se muestra en la Fig. 30, en donde se
observa el aspecto del implante remanente.

A este remante del termogel se le fomd una micrografia SEM a 10000x
como se observa en la Fig. 31. Estd micrografia muestra la degradacién de

las cadenas de entrecruzamiento del termogel implantado.
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Fig.30 Remanente del termogel Fig.31 Micrografia de la red de

de quitosan-PVA implantado en enfrecruzamiento  degradada

ratas. del remanente del termogel
Qn-PVA a 10000x

En la micrografia de la Fig. 31 se observa el termogel de Qn-PVA
degradado, con huecos mds grandes; ya no se observa en la red las
uniones cerradas sino rotas, en comparaciéon con la micrografia del
termogel de Qn-PVA enla Fig. 19 (f) en donde los poros son mds cerrados

y lared mds compacta.

Extraccion del remanente del implante del termogel de quitosan/p-

glicerofosfato.
Después de 5 dias de ser inyectado la solucion de quitosan/B-GF se
procedié a abrir la rata para extraer el remanente, observandose que si se

formo el termogel dentro de la rata.

Al remanente extraido se le tomd una micrografia SEM a 10 000 x como se

muestra en la Fig. 32.
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Fig.32 Micrografiac de la red de
entrecruzamiento degradada del
remanente del termogel Qn/B-GF a
10000%

La micrografia muestra a la red de enfrecruzamiento parcialmente
degradada, es decir, ya no se observan los poros de manera homogénea,
la red se observa fragmentada; comparado con las micrografias ay ¢ (ver

Fig. 19) en donde se observan los poros de manera homogénea.
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DISCUSION

Los termogeles de quitosan/p-glicerofosfato y quitosén-alcohol polivinilico
muestran diferencias en cuanto a sus propiedades texturales esto puede
deberse ala formacion de los enlaces en los termogeles. Los termogeles de
quitosan/p-glicerofosfato se forman a partir de enlaces idnicos e
intferacciones hidrofébicas, mientras que los termogeles de quitosdn-PVA se

forman mediante enlaces (Berger, 2004)

Una forma de representar estas interacciones en el termogel de quitosdn-

PVA se muestra en la Fig. 33:
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Figura 33. Mecanismo de formacion del termogel de quitosdn-PVA. (a) Mezcla de
Qn-PVA a bajas temperaturas (b) Formaciéon del gel de Qn-PVA al incrementarse
la temperatura (Tang, 2007).

Como se observa en la Fig. 33(a) cuando la mezcla de quitosdn-PVA estd
a bajas temperaturas, los grupos amino libres del quitosdn (-NHz) son

protonados como (-NHz) por el medio rico en agua. Al mismo tiempo con
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el incremento del pH por el NaHCOg3, se reduce la repulsion electrostatica

que subsecuentemente permite las intferacciones de enlace puentes de
hidrogeno entre las cadenas del quitosdn y el alcohol polivinilico.

A medida que se incrementa la temperatura de la mezcla de quitosdn-
PVA, se promueve la reduccion de las interacciones intermoleculares de
los enlaces puente de hidrogeno, esto acelera la movilidad de las cadenas
de quitosan. Al tener mayor movilidad el quitosdn, las moléculas de agua
que tiene alrededor son energetizadas para finalmente ser removidas.

Las cadenas de quitosdn ya con menor presencia de agua alrededor, hay
un reacomodo estructural que permite se desarrollen las interacciones
hidrofébicas y se asocian entre si (Fig. 33 b), para tener finalmente la
formacién del gel. Por lo que las interacciones hidrofobicas se consideran
las principales fuerzas para la formacion del gel (Tang et. al. 2007). Después
de que el termogel se forma observamos una desorcion en los geles de
QNn-PVA al 2%, 3% y 5% ésta presencia de agua en la superficie del
termogel es debido al fendbmeno de la sinéresis.

La sinéresis se presenta comunmente en los geles, y consiste en una
exudacion de la fase acuosa que elimina parte del agua constituyente del
gel. La sinéresis implica una contraccion del gel, lo que origina la expulsion
del agua ya mencionada anteriormente. Esta contraccion se debe a un
reacomodo fisico de las macromoléculas que adquieren una estructura
mas estable y provocan un ajuste en las interacciones soluto-disolvente. La
sinéresis estd influenciada por factores como la concentracion del coloide,

el pH, y cambio de temperatura como es nuestro caso (Badui, 2006).
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El mecanismo de gelacion del termogel de quitosan/p-glicerofosfato es un
proceso complejo en el que intervienen varios tipos de interacciones como

se observa en la Fig. 34.

= b-glicerofosfato cargado ionicamente = interccion ionica
1 b-glicerofosfato no cargado - (UItOSAN
-+ quitosan cargado positivamente < Interaccién hidrofébica

Fig. 34 Mecanismo de formacidon del termogel de quitosdn/p-glicerofosfato. (A)
Mezcla de Qn-BGF a bajas temperaturas (B) Formacion del gel de Qn/B-GF al
incrementarse la temperatura (Berger et al, 2003).

Al considerar el mecanismo de gelaciéon para este sistema, es importante
tener en mente la amplia gama de interacciones que pueden ocurrir en
soluciones acuosas del polielectrolito catidnico de quitosdn y la base
aniénica divalente de dlicerofosfato incluyendo: 1) Atraccion
electrostdtica entre el grupo amonio del quitosdn y el grupo fosfato del
glicerofosfato, 2) enlaces de hidrogeno entre las cadenas del quitosdn
como consecuencia de la reduccidn de la repulsion electrostatica
después de la neutralizacién de la solucidn de quitosdn con glicerofosfato,
3) las interacciones hidrofébicas entre quitosan-quitosdn(Ruel Gariepy, et
al. 2000); y 4) la hidrofobicidad o el cardcter del agua estructurado de la

parte glicerol del glicerofosfato(Chenite, et al. 2001).
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De los pardmetros texturales se obtuvo que el termogel de Qn/Bp-GF

presentd mayor cohesividad, adhesividad y elasticidad y para el termogel
de Qn-PVA tuvo mayor dureza y fuerza de fractura.

Es importante mencionar que las caracteristicas mecdnicas que tendrd un
termogel dependen del pH final de la mezcla y de |la temperatura. En las
investigaciones realizadas por (Martien, ef al. 1986) menciona que los
termogeles de quitosdn-alcohol polivinilico presentaron excelente fuerza
mecdnica, corrobordndolo con el hecho de que los geles de quitosdn-
alcohol polivinilico presentaron mayor dureza y fuerza de fractura, debido
a que en su estructura (ver Fig. 33.) presenta mayor nUmero de enlaces
hidrofébicos vy eso hace que la red sea mds cerrada. Los resultados
obtenidos en microscopia electronica mostraron que el tamano del poro
de los termogeles de quitosan/p-GF es mayor (42.5 micras) y que en los
termogeles de quitosan-PVA (30 micras). Al tener esta diferencia en el
tamano de poro es de suponer que el gel de Qn/p-GF tuvo mayor
cohesividad, adhesividad vy elasticidad al ser su poro mds grande
permitiendo a la red de entrecruzamiento mayor flexibilidad y agarre o
adhesion en una superficie. En el caso del termogel de Qn-PVA que
presentd un tamano de poro menor, esto provocd en la red de
enfrecruzamiento mayor rigidez lo cual se vio reflejado en los pardmetros
texturales con una mayor dureza y fuerza de fractura, y al mismo tiempo

presentando una menor adhesion, cohesividad y elasticidad.
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En relacion a la capacidad calorifica, nos indica el movimiento estructural

de los sistemas de Qn-PVA y Qn/B-GF tenemos que: Para el sistema de
Qn/B-GF los resultados de capacidad calorifica mostraron dos picos
exotérmicos (Grdfico 7) los cuales pueden ser explicados mediante el
mecanismo de gelacion antes mencionado. Como se observa en la
Grdfico 7, los movimientos estructurales ocurren primero en el sistema de
quitosan/p-glicerofosfato. Este primer cambio en la curva se refleja como
un cambio exotérmico, esto se refiere al reacomodo estructural del
quitosan vy el B-glicerofosfato para lograr la disposicion de las estructuras
que permita la formacidon de los enlaces; debido a que cuando se
mantiene la solucién de quitosén/p-glicerofosfato a bajas temperaturas no
se vuelve inmediatamente un gel, se realiza gradualmente conforme se
incrementa la temperatura. Ruel, et al. 2000, parten de la idea de que la
parte poliol del glicerofosfato previene o disminuye la gelacién a baja
temperatura. Se conoce ademds que los polioles estabilizan ciertos
compuestos en solucidon acuosa y promueven la formacion de un escudo
protector de agua alrededor de algunas macromoléculas en mezclas
poliol-agua, y postulan que la adicidon de glicerofosfato a la solucion del
quitosdn  promueve una hidratacion protectiva de las cadenas de
quitosan. Por tanto, a bajas temperaturas, previene su asociacion para

formar un gel, aun a pH neutro.

En la Grdfica 7, al aumentar la temperatura se observa cOmo cambia el
grafico del ACp de ambos sistemas, para el sistema de Qn/pB-GF conforme
se incrementa la temperatura la gelacion aparece. Esto implica que
algunas fuerzas repulsivas entfre las cadenas del quitosdn son estabilizadas
a baja temperatura y debilitadas a alta temperatura. (Ruel, Gariepy et al,
2000).
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Conforme se sigue incrementando la temperatura se tiene el punto mas

alto de la curva que es donde se requiere la mayor cantidad de calor
para llegar a la temperatura de 51.96°C, con un ACp de 1.74 J/g-°C. Esta
temperatura de transicion es la misma que se observa en la grdfica 6 de
flujo de calor total; en este punto se tiene la formacion completa del
termogel. Chenite, et al. 2000 en sus estudios de termogeles de Qn/b-GF
postulan que el aspecto trivial de esta gelacion, es decir, su dependencia
de la temperatura, la mayoria se origina fundamentalmente del
fortalecimiento de la atfraccién hidrofébica del quitosdn al aumentar la
temperatura, debido a la presencia de la parte glicerol. A bajas
temperaturas, las fuertes interacciones entre el quitosdn y el agua
protegen a las cadenas de quitosdn contra la agregaciéon. Al calentarse, el
escudo de las moléculas de agua es eliminada por el glicerol, que a su vez
permite la asociacidon de macromoléculas de quitosdn. Asi, aungue las
fuerzas electrostaticas pueden ser moduladas por la temperatura, ya sea a
través de la conformacion de acoplamiento de cargas o debido a la
correlacion de los iones divalentes, se espera que las interacciones
hidrofobicas desempenen un papel importante en la gelificacion de la

solucion de Qn/GF.

Los cambios estructurales que ocurren en el sistema de Quitosdn-alcohol
poliviniico se muestran en el termograma del grdfico 7, en éste se
observan las fransiciones termosensible sol-gel que son llevadas a cabo por
el polihidroxipolimero PVA, el cual puede estabilizar ciertos compuestos y
promover la formacion de un escudo de agua alrededor de algunas
macromoléculas en solucion acuosa. La fransicion se observa en la grdfica
7 como un pico exotérmico, que se refiere al reacomodo estructural que
ocurre tanto en el quitosadn como en el alcohol polivinilico, en los estudios

realizados por (Tang et. al. 2007), menciona que cuando la mezcla de PVA
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y NoHCO3 es anadida a bajas temperaturas, los enlaces hidrogeno existen

no solo entre los grupos OH de PVA sino también entre los OH y los grupos
NH2 del quitosdn, asi como también entre el PVA y el agua, debido a que
el PVA es altamente hidrofilico lo que provoca cierta repulsion
electrostdatica entre las cadenas.

Al estar la mezcla de quitosan-PVA a bajas temperaturas, los grupos amino
libres del quitosan (-NH2) son protonados como (-NH3) por el medio rico en
agua. Al mismo tiempo con el incremento del pH el NaHCO3 reduce la
repulsion electrostdtica, que subsecuentemente permitird las interacciones
de enlace de hidrogeno entre las cadenas del quitosdn y el alcohol
polivinilico; y también se promueve la reduccién de la movilidad de las
moléculas de quitosdn, el cual retarda la asociacidn entre las cadenas.
Esto crea una estructura de red fridimensional pobre debido a la dificultad
de crear contacto entre las uniones de las cadenas.

Conforme la temperatura se va elevando, las interacciones de los enlaces
de hidrogeno intermolecular son reducidas gradualmente y las moléculas
de agua alrededor del quitosdn son removidas. A consecuencia de esto se
acelera la movilidad de las cadenas de quitosan.

Las cadenas de quitosdn ya con menor presencia de agua alrededor, hay
un reacomodo estructural que permite se desarrollen las interacciones
hidrofébicas y se asocian entre si, dichas interacciones se observan en el
Grdfico 7 al final del pico exotérmico enfre los 60-75°C con un ACp de
1.163 J/g°C junto con la liberacion del agua. Para tener finalmente la
formacion de la red de entrecruzamiento del gel. Por lo que se confirman
los resultados obtenidos de los estudios realizados por (Tang, Kennedy, et
al. 2007) en donde asumen que las interacciones hidrofébicas son la
principal fuerza de manejo para la consistencia del gel de quitosdn-PVA a

altas temperaturas.
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Después de que el termogel se forma observamos una desorcion en los

geles de Qn-PVA ésta presencia de agua en la superficie del termogel es
debido al fendbmeno de la sinéresis.

La sinéresis implica una contraccion del gel, lo que origina la expulsion del
agua ya mencionada anteriormente. Esta confraccion se debe a un
reacomodo fisico de las macromoléculas que adqguieren una estructura
mas estable y provocan un ajuste en las interacciones soluto-disolvente
(Badui, 2006).

Como se observa en el Grdfico 7 el cambio estructural del termogel de Qn-
PVA necesita una mayor cantidad de calor suministrado para que se den
dichos cambios, observdndose como un pico exotérmico, esto puede
deberse a la gran cantidad de agua que absorbe el tfermogel seguido de
la subsecuente exudacidon de parte del agua, esto provoca un
enmascaramiento de los picos, siendo mds evidente al final del pico
exotérmico donde se desplaza ligeramente la temperatura de transicion

vitrea por lo que no se observa en el punto maximo de la curva.

Por el contrario en el termogel de Qn/p-GF no ocurre esto, debido a que
tiene una minima exudacion de agua, reflejdndose en los picos del ACp
solamente el cambio estructural del termogel, y se ftiene la misma
temperatura de transicion vitrea que en la curva de flujo de calor total
(Grdafico 6).

Los mecanismos propuestos por diferentes autores para los sistemas de
quitosdn-alcohol polivinilico y quitosan/p-glicerofosfato de sodio coinciden
en que las interacciones hidréfobicas son las que juegan un rol importante

para que se dé la formacion de los termogeles.
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4. CONCLUSIONES.

Se logré la formacion de los termogeles de quitosan-alcohol
poliviniico y quitosan/p-glicerofosfato a pH neutro y a una
temperatura de 37°C.

El peso molecular del quitosdn empleado no influye en la formacion
de los termogeles.

Se obtuvo la concentracidon de quitosdn iddonea la cual fue del 2%
(p/v). para ser inyectada como un implante medicinal.

El andlisis morfolédgico mostré que el termogel de quitosan/p-
glicerofosfato obtenido, tiene un tamano de poro promedio Mmads
grande que el de quitosdn-PVA siendo de 42.5 micras y de 30
micras respectivamente.

En el andlisis de perfil de textura mostré que los termogeles de
quitosan/p-glicerofosfato tuvieron mayor cohesividad y elasticidad y
baja fuerza de fractura, adhesividad y dureza. Sin embargo, los
termogeles de quitosdn-alcohol polivinilico mostré mayor dureza,
adhesividad y fuerza de fractura y baja cohesividad y elasticidad.
Dependerd del lugar de implantacion se escogerd el que mejor se
adecue a los requisitos de implantacion.

En el andlisis de calorimetria diferencial de barrido se obtuvieron las
temperaturas de transicion vitrea para ambos termogeles con su
respectivo cambio entdlpico, para el termogel de quitosdn/p-
glicerofosfato fue de 51.62°C con AH=104.8 J/g y para el termogel de
quitosan-alcohol polivinilico fue de 70.41°C con un AH=979.5 J/g, esto
significa que a la temperatura de 37°C el termogel de quitosan/p-
glicerofosfato estard formado en un 72% y el termogel de quitosdn-
alcohol polivinilico en un 53%, por lo tanto el termogel que estard
mds cercano a su formaciéon total de la red es el de quitosdn/p-
glicerofosfato.

En el mismo andlisis de calorimetria diferencial de barrido se
obtuvieron los cambios estructurales que se muestran en la medicién
de la capacidad calorifica de ambos termogeles. Para termogel
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quitosan/p-glicerofosfato, ftomando en cuenta su Tg a 51.96°C fiene
ACp=1.74 J/g °C. Mientras que el termogel de quitosdn-alcohol
poliviniico tomando en cuenta su Tg a 70°C tiene un ACp=1.163
J/g°C, por lo que se requiere mayor cantidad de calor para formar
el termogel quitosan/p-glicerofosfato.

El termogel de quitosan/p-glicerofosfato se degrada mas rdpido que
el termogel de quitosdn-alcohol polivinilico. Esto se atribuye a la
disposicion de la red de enfrecruzamiento de cada tftermogel,
debido a que la red del gel quitosan/pR-glicerofosfato es mas abierta
facilita en mayor grado la accién de la lisozima; Sin embargo para el
gel quitosan-alcohol polivinilico presenta una red mas compactada
y con mayor dureza y eso limita la accidén de la lisozima.

Se logré implantar ambos sistemas de quitosdn-alcohol polivinilico y
quitosan/p-glicerofosfato en ratas donde comprobd la formacion de
los termogeles en un organismo vivo, exifrayendo el remanente
después de 5 dias. Por medio de microscopia electronica se
comprobd la degradacion parcial de ambos sistemas.

El termogel a utilizar dependerd del lugar de implantaciéon y se
escogerd el que mejor se adecue a los requisitos de implantacion.
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ANEXO 1 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS DEL PERFIL DE TEXTURA (APT).

Andlisis estadistico de dos factores, diseno completamente aleatorio.

Andlisis estadistico para el Qn/B-GF y Qn-PVA
Origen de las variacione. Suma de cuadrados  Grados de libertad Promedio de los cuadrado: F Probabilidad Valor critico para F
Muestra 0.00041917 1 0.00041917 15.31721268 0.001017815 4.413873405
Columnas 0.001421973 2 0.000710986 25.98066841 4.94003E-06 3.554557146
Interaccion 0.000425396 2 0.000212698 7.77235009 0.003688394 3.554557146
Dentro del grupo 0.000492588 18 2.7366E-05
Total 0.002759126 23
COHESIVIDAD.
Andlisis estadistico para el Qn/B-GF y Qn-PVA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados = Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Muestra 0.079465042 1 0.079465042 4.668627406 0.044446143 4.413873405
Columnas 0.202095976 2 0.101047988 5.936640765 0.010469023 3.554557146
Interaccién 0.102130231 2 0.051065115 3.000111651 0.075078399 3.554557146
Dentro del grupo 0.30637929 18 0.017021072
Total 0.690070538 23
ADHESIVIDAD
Andlisis estadistico para el Qn/B-GF y Qn-PVA.
Origen de las variaciones Suma de cuadrados = Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Muestra 8.81667E-07 1 8.81667E-07 0.115087567 0.738350599 4.413873405
Columnas 0.000180756 2 9.03779E-05 11.7974002 0.000532232 3.554557146
Interaccion 0.000391201 2 0.0001956 25.53252475 5.54789E-06 3.554557146
Dentro del grupo 0.000137895 18 7.66083E-06
Total 0.000710733 23

FUERZA DE FRACTURA.
Andlisis estadistico para el Qn/B-GF y Qn-PVA.

Origen de las variaciones Suma de cuadrados = Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Muestra 0.00032487 1 0.00032487 2.289792946  0.147587655 4.413873405
Columnas 0.001019406 2 0.000509703 3.592552855 0.048658481 3.554557146
Interaccién 0.000126006 2 6.30029E-05 0.444065162 0.648263859 3.554557146
Dentro del grupo 0.002553798 18 0.000141878
Total 0.00402408 23
ELASTICIDAD
Andlisis estadistico para el Qn/B-GF y Qn-PVA.
Origen de las variaciones Suma de cuadrados = Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Muestra 1.861131968 1 1.861131968 2.077354695 0.166670446 4.413873405
Columnas 10.85560412 2 5.427802062 6.058393651 0.009731388 3.554557146
Interaccion 0.002767071 2 0.001383535 0.001544272 0.998457052 3.554557146
Dentro del grupo 16.12645905 18 0.895914392
Total 28.84596221 23
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