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Resumen

En el presente trabajo se muestra la sintesis y caracterizacion de hidrogeles de quitosano (net-
CS) a escala nanoscodpica (nanoparticulas) y macroscopica (peliculas), los cuales fueron
modificados al ser injertados con N-vinilcaprolactama (NVCL), mediante radiacién gamma por
método directo a través de una fuente de rayos gamma de Co, con la finalidad de obtener un
material con potenciales aplicaciones en el area biomédica, con respuesta estimulo-sensible a
los cambios de pH, por la naturaleza del CS, y a la temperatura, gracias a la incorporacion de la

NVCL.

Se analizo el efecto que tuvo la dosis de radiacion en el porcentaje de NVCL injertada sobre los
hidrogeles macro y nano, en un intervalo de 1-20 kGy cuando se varié la concentracion del

mondmero en acido acético (20, 30 y 50 % v/v).

Los hidrogeles injertados ((net-CS)-g-NVCL) en ambas escalas fueron caracterizados por
diversas técnicas, como son: espectroscopia de infrarrojo, analisis termogravimétrico y
microscopia electrénica de barrido. Se realizaron complementariamente microscopias laser

confocal para las peliculas y de microscopia de fuerza atémica para las nanoparticulas.

Los ensayos de carga y liberacion del farmaco 5-Fluorouracilo (5-FU) mostraron que los
nanogeles absorbieron una mayor cantidad de 5-FU y de forma mas rapida que los sistemas
macro (4 h contra 8 h, respectivamente); mientras que, la liberacion del mismo se llevé a cabo
en 48 horas para las peliculas y en 2 horas para las nanoparticulas. De esta forma se mostré

que los sistemas podrian ser utilizados como acarreadores de farmacos.



Abstract

This work presents the synthesis and characterization of Chitosan-based hydrogels at the nano-
(nanoparticles) and macro- (films) scale, which were modified with a graft of N-vinylcaprolactam
using gamma irradiation from a ®°Co source by the direct method. The goal was to obtain a
material with potential biomedical applications, and with a response to changes in pH and

temperature due to Chitosan's nature and the NVCL graft, respectively.

The effect of the dose on the grafting percentage of the Chitosan-based hydrogels was studied
in the 1-20 kGy dose range, varying the monomer concentrations (20, 30, 50 % v/v) in acetic

acid.

The grafted hydrogels ((net-CS)-g-NVCL), of both size scales, were characterized by several
techniques, such as: infrared spectroscopy, termogravimetric analysis, and scanning electronic
microscopy. In addition, complementary studies by confocal laser microscopy, for the grafted

films, and atomic force microscopy, for the nanoparticles, were carried out.

The drug loading and release experiments showed that the grafted-nanogels exhibited a larger
and faster loading of 5-Fluorouracyl in comparison to the grafted-films (4 hours versus 8 hours,
respectively); whereas, the drug was released in up to 48 hours from the grafted-films, and 2
hours from the nanoparticles. Therefore, it was shown that the synthesized systems could be

used as drug carriers.
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1. INTRODUCCION

1.1. Hipotesis

Se sintetizaran hidrogeles (nanoparticulas y peliculas) que presentaran respuesta dual a
estimulos externos, ya que, responderan a cambios en el pH debido a la naturaleza catiénica
del quitosano (CS) asi como a la temperatura gracias a la incorporacién de N-vinilcaprolactama
(NVCL). Dichos materiales seran candidatos para su uso en aplicaciones biomédicas
(especificamente, farmacéuticas) debido a que podran ser utilizados como agentes
transportadores de farmacos. Se espera que el tamafio de los sistemas sintetizados influya en la

rapidez de carga y cesion de los farmacos.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General
Sintetizar geles de quitosano en forma de nanoparticulas y peliculas (a escala nano y macro,
respectivamente) para su modificacion mediante el injerto de N-vinilcaprolactama por medio de
radiacibn gamma y obtener de esta manera un sistema que posea propiedades estimulo-

sensibles al pH y temperatura con potencial aplicacién en la carga y liberacién de farmacos.

1.2.2. Objetivos Especificos

= Establecer las condiciones adecuadas para sintetizar hidrogeles de quitosano en escala
nano y macro (nanoparticulas y peliculas, respectivamente).

» Injertar NVCL en hidrogeles de quitosano entrecruzado mediante radiacion gamma
utilizando método directo.

» Evaluar el efecto de la dosis y concentracion de mondémero sobre el porcentaje de

injerto en los hidrogeles.

INTRODUCCION
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Caracterizar los geles en ambas escalas mediante SEM y AFM para analizar la
morfologia de su superficie, FTIR-ATR para su estructura quimica y TGA para evaluar su
comportamiento frente a la temperatura. En el caso especifico de los nanogeles
confirmar tamafio de particula por DLS.

Determinar el valor de hinchamiento limite de los sistemas en agua (ambas escalas) y
analizar la respuesta de los hidrogeles a estimulos externos como son el cambio de
acidez en el medio y a la temperatura para obtener su pH y temperatura critica,
respectivamente.

Comparar el perfil de carga y liberacién de los sistemas en nano- y macro- escala con el

farmaco 5-FU como modelo.

INTRODUCCION
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2. GENERALIDADES

2.1. Polimeros y copolimeros

El mundo esta compuesto de materiales de distinta naturaleza, por ejemplo: existen los metales,
cuya importancia es tal, que marcé varias eras de la historia de la humanidad; estan los
materiales ceramicos, de los que se destacan sus propiedades térmicas; en épocas recientes
resalta el uso de los polimeros, ya sean naturales o sintéticos, debido principalmente a sus
notables aplicaciones en la industria electréonica (por ejemplo, PLEDs (Cambridge Display
Technology, 2015)) y biomédica (tejidos e implantes inocuos) (Kulshrestha & Mahapatro,
(Editores), 2008).

— "C: C:
- H™ H

Maolécula de eteno

Unidad monomeérica

) A L ST
— (L FL i ~gfFoglC g Cup Bep - CHy
Hy Hy H, H," Hy Hy H

Polietileno

Polimero

Las unidades monoméricas se repiten a lo
largo de la cadena y estan unidas mediante
enlaces covalentes.

FIGURA 1. Definicion esquematica de un polimero y su unidad monomeérica

Los polimeros se definen clasicamente como macromoléculas compuestas de una o varias
unidades monomeéricas que se repiten a lo largo de la estructura quimica de forma aleatoria o
siguiendo un patrén especifico. En la Figura 1, se ilustra la estructura del Polietileno, el material
del que se componen la mayoria de las bolsas de plastico, el cual proviene de la reaccion de
polimerizacion del etileno gas (mondmero). El nimero de veces que la unidad repetitiva esté
presente, y por tanto, la variacion del peso molecular del polimero, determina el tipo de

propiedades que el material presenta. La forma en que reacciona el mondémero para formar el
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polimero da lugar a la clasificacion primaria introducida por Carothers: a) polimeros
provenientes de una reaccion de adicibn que siguen un mecanismo anidnico, catidnico o
radicalario y presentan un crecimiento en cadena; b) polimeros resultado de una reaccién de
condensacién entre mondémeros bifuncionales donde su crecimiento se produce en etapas
(Odian, 2004). Otra clasificaciéon de los polimeros se tiene con base en su composicion, si el
polimero presenta solamente un mondémero a lo largo de su estructura se denomina
homopolimero, mientras que si el polimero se compone de varios monémeros, se dice que es
un copolimero; es decir, un copolimero es la union de varios polimeros en una sola
macromolécula. Dependiendo del ordenamiento de los componentes del copolimero, pueden
catalogarse como: copolimero al azar, alternado, en bloques y de injerto (Rudin, 1998; Odian,
2004). La Figura 2 muestra la disposicion esquematica de un copolimero con las

conformaciones antes mencionadas.

1]
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FIGURA 2. Tipos de copolimeros: a) ordenado al azar; b) alternado; c) en bloques; d) de injerto.

o

ialk

Si se observa la Figura 2, ejemplo d), puede apreciarse que un copolimero de injerto se
compone de una cadena principal (monémero A, representado con Q) y posee cadenas de otro
homopolimero a modo de ramificaciones a lo largo de su estructura (mondémero B,

representado con ¢).
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2.1.1. Sintesis y mecanismo de polimerizacién en cadena
En general, la reaccién de polimerizacion puede llevarse a cabo mediante dos mecanismos:
condensacion y adicion llamadas comunmente polimerizacidon por pasos y polimerizacién en
cadena, respectivamente (Rudin, 1998). El primero se distingue porque se tienen dos especies
bifuncionales que van dando lugar a dimeros, trimeros, tetrdmeros, etc., de tal forma que el
polimero (y por lo tanto el peso molecular) va creciendo paulatinamente; por otro lado, la
polimerizacion en cadena se lleva a cabo en mondmeros insaturados (que presentan enlaces
vinilicos) y se caracteriza por la creacién de sitios activos (radicales libres, cationes o aniones)
que reaccionan tan rapidamente que el peso molecular se alcanza casi inmediatamente después
de haber iniciado la reaccién. En este mecanismo la formacion del polimero conlleva tres
etapas: iniciacion, propagacion y terminacién, ademas de que es necesario la presencia de un

iniciador quimico o que exista una fuente de alta energia para que la reaccién tenga lugar.

Los factores que determinan que la reaccion proceda por via radicalaria, anidnica o catidnica
dependen principalmente del tipo de sustituyentes unidos al enlace vinilico, debido al efecto

inductivo y resonante que estos ejercen en el mondémero.

2.1.1.1. Polimerizacién en cadena o poliadicién
Como ya se menciond, la poliadicién o polimerizacion en cadena conlleva varias etapas, la
primera de ellas es la iniciacién; para el caso de mecanismo via radicales libres, todo comienza
cuando el agente iniciador se disocia formando las especies reactivas (paso 1.a, formacién de

radical primario) que atacaran a una molécula monomérica creando un sitio activo en ésta.

1.a | —= 2R-
1.b R + M _—  »  RM-
H H H\ {H H1 IH
R- + ¢=¢ —= R ¢=¢ — R-C-C-
H ¥ H Y H Y

FIGURA 3. Paso de iniciacién en la polimerizacién en cadena.

El segundo paso llamado propagacién es precisamente el crecimiento de la cadena difundiendo

el sitio activo de la siguiente forma (véase la Figura 4):
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2.
H HmuH H o H o o H HoHIH HIH
R—:«:—c::- + :c=c: —  « RC-C-C-C- + n c=r: — » R-C-ClC-Clc-C
H ¥ H ¥ HY HY H Y H Y[R Y[ Y
1]

FIGURA 4. Paso de propagacion en la polimerizacion en cadena.

Finalmente cuando dos sitios activos se encuentran y concluye de esta forma la reaccién, se
dice que el paso de terminacidon ocurre por combinacion (paso 3.a). En menor medida puede
ocurrir que la reaccién finalice debido a que un hidrégeno B de un sitio activo se transfiera a
otra macromolécula con sitio activo, teniendo asi la una terminacién por desproporcién (paso
3.b). Usualmente lo que sucede es que se obtiene es una mezcla de ambos pasos en la etapa

final del mecanismo de reaccion.

R'Mn' + R'Mm ) _— I:)n+m
3.a
A Y A AR AR
C-CC-C: 4  -C-CHC—C{r —— c-cle-c-¢c-¢cle-¢
H Y HY Y H[Y H HYHYYHLYH
n m n m
R-M, - + R-M,, * - . P, + P
A I 1A EH R R A
3.b c-ctc-¢-  + ~wc-ckc-cc —— C-CFC-CH + C-Cre=C
| | | | | | | |
H Y H Y H Y H Y HY|H Y HYlH Y
m n m

FIGURA 5. Paso de terminacion en la polimerizaciéon en cadena. 3.a.-Terminacién por combinacién. 3.b-

Terminacion por desproporcién.

Este mecanismo es el que rige la polimerizacidén de injerto por radiacion, al crear radicales libres
para iniciar la reaccion. No se requiere de un iniciador quimico ya que la energia que proviene

de la radiacion es el que inicia la reaccién.
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2.2. Biopolimeros

Gracias a sus excelentes propiedades y a su bajo costo en comparacién con las materias primas
convencionales, los polimeros pudieron reemplazar rapidamente muchos articulos de la vida
cotidiana e industrial, innovando en ciertos casos y dando lugar a lo que hoy en dia se puede
denominar la era de los polimeros. Sin embargo, el hecho de que en su mayoria provengan de
recursos no renovables, que se requieran cientos afios para degradarse y que algunos de sus
subproductos sean perjudiciales para el ambiente, ha dado lugar a la busqueda de materiales
alternativos que no presenten estas desventajas pero que conserven las propiedades de los

polimeros derivados del petréleo.

Los biopolimeros son macromoléculas que han sido extraidas de fuentes naturales tales como
la biomasa (polisacaridos y proteinas) o aquellos sintetizados por microorganismos
(polihidroxialcanoatos o celulosa), razén por la cual suelen desintegrarse de manera mas rapida
y eficiente en el ambiente o en otros organismos vivos (como en el cuerpo humano), dando
lugar a subproductos que generalmente se reintegran y no suelen ser téxicos en el medio en el
gue se encuentran. También se consideran en esta clasificacién a los polimeros sintéticos
derivados del petréleo y mondmeros provenientes de la biomasa que poseen compatibilidad
con sistemas biologicos, tales como las policaprolactonas, poli(vinil alcohol), poli(acido lactico),
entre otros (US. Congress, 1993). Estas caracteristicas los convierten en materiales con
potenciales aplicaciones en la medicina y la industria alimenticia principalmente, aunque el
costo de los hoy existentes es aln de 2 a 5 veces mas elevado comparado con los materiales

que en la actualidad se utiliza (U.S. Congress, 1993).
A continuacidon se enuncian algunos de los biopolimeros mas importantes y su funcién:

= Acidos nucleicos (ADN y ARN). Son copolimeros lineales compuestos de cuatro
mondémeros nucledtidos (una base nitrogenada unida mediante uno o mas acidos
fosféricos y una pentosa). Su importancia radica en que son portadores de la
informacién genética en todos los organismos vivos.

» Proteinas/Polipéptidos. Sus mondémeros son los aminoacidos de los cuales se conocen
hasta 20 diferentes bloques. Cada proteina tiene una composicidon quimica especifica
con una forma tridimensional asociada. Participan como catalizadores bioldgicos; son

los constituyentes de la lana, la seda, el cabello, tejido conectivo, toxinas y anticuerpos;
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es decir, estan involucradas en las funciones biolégicas como la enzimética, de defensa,
de movimiento, reguladora, reconocimiento de sefiales, hormonal, transporte,
estructural, de defensa, etc.

= Polisacaridos. Estan compuestos de azlcares simples llamados sacaridos, que son
derivados aldehidicos o ceténicos de polihidroxialcoholes de cadena recta (C>3).
Pueden ser homopolimeros (celulosa, almidéon, quitina) o  copolimeros
(glicosaminoglicanos, quitosano) compuestos por mas de un glucido. Estos polimeros
participan en el almacenamiento de energia para el funcionamiento celular (almidén) o

toman parte en las funciones estructurales como es el caso de la celulosa en las plantas.

2.3. Polimeros inteligentes

Un polimero se denomina "inteligente” si tiene la propiedad de responder con un cambio
abrupto y reversible en sus propiedades fisicas y/o quimicas cuando su ambiente ha sido
modificado ligeramente o en respuesta a un pequefio estimulo, por esta razén, estos materiales

también se denominan “estimulo-sensibles”.

Tabla 1. Tipos de estimulos a los que un polimero inteligente puede responder.

Luz

Temperatura

Ultrasonido
Fisicos

Campo magnético

Campo eléctrico

Tipos de Mecanico

estimulos Disolvente

L. Fuerza i6nica
Quimicos

Electroquimicos

pH

Reacciones enzimaticas

Bioloégicos
Receptores de moléculas especificas
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Los estimulos a los que presentan una respuesta pueden ser de naturaleza quimica (cambios en
el pH, fuerza idnica o un agente quimico especifico) o de naturaleza fisica (variacién en la
temperatura, campo eléctrico o magnético, estrés mecanico, entre otros) (Gil & Hudson, 2004;
Kumaret. al, 2007). La Tabla 1 resume los tipos de estimulos a los que puede tener respuesta un

polimero inteligente.
Atendiendo a su aspecto fisico, estos polimeros pueden ser clasificados como (véase Figura 6):

1. Polimeros en disolucion: se trata de polimeros que se unen gracias a interacciones
fisicas, puentes de hidrégeno o interacciones eléctricas, por lo que presentan una
transicion sol-gel. Estos polimeros precipitan en la disolucién conforme la
hidrofobicidad aumenta, formando una fase diferente, lo cual se logra ya sea
reduciendo el nimero de enlaces por puente de hidrogeno o neutralizando las cargas
eléctricas presentes en la red polimérica.

2. Micelas poliméricas: estdn formadas de una parte hidrofilica y otra hidréfoba ordenadas
en bloques, los cuales responden al balance de estas fuerzas generalmente por cambios
en la temperatura formando o deshaciendo las micelas; sin embargo, suelen confundirse
con los geles reversibles ya que a una alta concentracion, también presentan estado gel.

3. Polimeros adsorbidos o superficies injertadas: las superficies metalicas o poliméricas
pueden ser modificadas en su superficie en el intento de que presenten una respuesta a

un estimulo especifico. La respuesta a tal estimulo dependerd de la longitud de la

cadena y del area cubierta. Si la superficie y el polimero injertado o adsorbido son
distinguibles, las propiedades de ambos generalmente se conservan sin mayores
modificaciones.

4. Polimeros entrecruzados covalentemente: forman redes tridimensionales mediante la
formacion de enlaces covalentes entre las cadenas poliméricas. Estas redes presentan
hinchamiento en su estructura cuando estan en presencia de disolventes afines a su
caracter hidrofilico/hidrofobico, generalmente se encuentran en presencia de agua,
formando lo que se conoce como hidrogeles. El entrecruzamiento se puede llevar a

cabo gracias reacciones de adicion, condensacién, mediante el uso de radiacién de alta

energia o el uso de enzimas. (Akhtar, Hanif, & Ranjha, 2015, en prensa)
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FIGURA 6. Representacion de los polimeros inteligentes clasificados de acuerdo a su aspecto fisico.

2.3.1. Respuesta a estimulos externos: temperatura y pH
En los ultimos afos, ha existido un notable interés por los sistemas que presentan respuesta
tanto a cambios en la temperatura como en el pH que los rodea debido a sus potenciales usos
en la biomedicina, ya que son parametros presentes en los sistemas vivos. Los hidrogeles,

micelas y demas, pueden presentar estas respuestas al medio.

Cuando el estimulo que promueve este hinchamiento/colapso del sistema es el incremento de
la temperatura, se dice que los polimeros poseen una temperatura critica. Si los polimeros se
contraen a valores de temperatura por arriba de la temperatura critica este valor se denomina
temperatura critica inferior de solucidén (LCST); si por el contrario se hinchan cuando son
calentados encima de este valor critico, entonces el polimero posee una temperatura critica
superior de solucién (UCST). Los polimeros que poseen una temperatura critica se caracterizan
por poseer grupos moderadamente hidrofébicos o una combinacién hidrofébica-hidrofilica en
las partes que los componen. En los polimeros que presentan un comportamiento estimulo-
respuesta del tipo LCST, se favorecen los puentes de hidrégeno entre las secciones hidrofilicas

del polimero y el agua a bajas temperaturas, conforme la temperatura va aumentando, las
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interacciones intermoleculares se ven disminuidas y se benefician las interacciones
intramoleculares entre las partes hidréfobas, teniendo como resultado la contracciéon de la
estructura polimérica (Samal et. al, 2014). Estos sistemas generalmente estan constituidos por

poli(acrilamidas N-sustituidas), poli(vinilalquilamidas) y poli(oligoetilen glicol (meta)acrilatos).

Por su parte, la respuesta de los hidrogeles al cambio de pH, depende de los grupos

funcionales capaces de ionizarse que componen la estructura de la macromolécula. Estos
polimeros se conocen como polielectrolitos: policationes, si su carga en disolucién es positiva;
polianiones, si ésta es negativa; polizwitteridnicos, si poseen grupos ionizables tanto positivos
como negativos. Especificamente son llamados polianfolitos si las cargas se encuentran en
diferentes unidades monoméricas, y polibetainos si los grupos cargados no son adyacentes y la
parte catidnica no posee un hidrégeno asociado (Mah & Ghosh, 2013). El hinchamiento en este
caso se debe fundamentalmente a las repulsiones electrostaticas entre las cargas presentes en
la estructura, viéndose influenciado directamente por el pH del medio, la fuerza idnica y el tipo
de contraiones presentes; por ejemplo, un polimero catidénico presentard hinchamiento aun por
debajo de su pK, debido a que existira una gran cantidad de iones H*, lo cual dara lugar a una
gran repulsion electrostatica entre las partes cargadas del polimero y este tendera a hincharse e
incrementar el espacio entre los grupos cargados, conforme el medio vaya disminuyendo la
concentracion de protones, es decir, se vuelva mas basico, el polimero o hidrogel ser ira

colapsando debido a que ya no hay iones que promuevan su hinchamiento.

Los polianiones utilizados mas frecuentemente junto con sus derivados son el poli(acido
acrilico) (PAAc), poli(acido metacrilico) (PMAA), poli(dietilaminoetil metacrilato) (PDEAEMA) vy
algunos derivados del &cido fosférico. Por su parte, el quitosano, la poli(etilenimina) (PEI),
poli(dimetilamino-etil-metacrilato) (PDMAEMA) y la polilamido amina) son algunos ejemplos de
polimeros que se utilizan como policationes ya que contienen aminas primarias, secundarias y

terciarias que se protonan a valores de pH acido.

2.4. Hidrogeles

Los hidrogeles son polimeros provenientes de mondmeros solubles en agua que al
entrecruzarse (quimica o fisicamente) forman redes tridimensionales. Al reticularse la solubilidad
del material se pierde y, en su lugar, se transforman en sistemas capaces de retener una gran

cantidad de agua en su estructura. Los grupos funcionales que le confieren esta capacidad son
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altamente hidrofilicos tales como los alcoholes, acidos carboxilicos y amidas (Mah & Ghosh,
2013). Son de gran interés porque los espacios que poseen podrian albergar farmacos o células.
Actualmente son usados en el cultivo tridimensional de células y tejidos debido al alto

contenido de agua ya que simulan el ambiente in vivo (Elisseeff, 2008; Buwalda et al., 2014).

Desde una perspectiva cronoldgica, la primera referencia escrita del término hidrogel aparece a
finales del siglo XIX cuando Bemmelen describe la formacion cristalina de los éxidos de cobre
cuando son puestos en contacto con el agua y como es que éstos la almacenan (Bemmelen,
1896). No obstante, fue hasta 1960 que Wichterle y Lim popularizaron el uso de hidrogeles al
introducirlos en la vida cotidiana comercializando hidrogeles de polithidroxietil metacrilato)
(pHEMA); es decir, los lentes de contacto blandos, los cuales fueron sintetizados via radicales
libres en disolucion acuosa utilizando etilenglicol dimetacrilato como agente entrecruzante
(Buwalda et al., 2014). A partir de entonces, la investigacion en este campo ha sido muy amplia.
En el periodo comprendido entre 1960 — 1980, los hidrogeles eran obtenidos a partir de
polimerizacion en cadena de mondmeros vinilicos solubles en agua, como es el caso del
pHEMA, o por entrecruzamiento de polimeros hidrofilicos mediante la reaccién de grupos
funcionales o por radicales libres, en esta categoria se encuentran el alcohol de polivinilo (PVA)

y el poli(etilen glicol) (PEG).

Para que un hidrogel sea catalogado como inteligente, debe poseer una respuesta dinamica
con el medio para ser distinguido de los hidrogeles convencionales que poseen respuestas
lentas generalmente (Samal et al., 2014). Cuando los polimeros entrecruzados, incapaces de
disolverse, almacenan y desplazan agua de su estructura se dice que sufren una transicién de

fase volumétrica.

2.5. Quitosano (CS)

Antes de que los polimeros fueran sintetizados por el ser humano, éstos ya existian en la
naturaleza; los polisacaridos, las proteinas y acidos nucleicos son los ejemplos mas comunes. La
quitina (CA) o poli(B-(1—4)-D-glucosamina) es un polimero de origen natural, el segundo mas
abundante en el planeta (10 mil millones de toneladas), y es biosintetizado por artrépodos,
moluscos, hongos, levaduras y protozoarios esencialmente; el quitosano (CS) es uno de sus
derivados mds importantes, se caracteriza porque la estructura de la quitina ha sido

parcialmente desacetilada; esto es, el grupo amida ha sido convertido a amina, y su porcentaje
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de desacetilacion debe ser igual o mayor a 60% para que presente solubilidad en un medio

acido (véase Figura 7).

Quitina

BZO OH >:0 OH >:0
HN HN o HN oH
o Q o o 0
O Ho—T= 0 O Ho—T™ o 0  Ho o—
NH
OH o:< OH o:Q OH o:<

NaOH
>: OH OH >:0
HN NH, o HN oH
o Q o o o
0 | Ho o o | |Ho o 0 | Ho o—
NH, NH NH,
OH OH o:< OH
1-DA
DA
Quitosano

FIGURA 7. Estructura de la quitina y quitosano.

El proceso de obtencién del CS involucra el tratamiento de los exoesqueletos de los crustaceos
para su desmineralizacién por medio de un tratamiento acido y la eliminacién de las proteinas
presentes a través de un tratamiento basico, esto es seguido por lavados para su decoloracién
y finalmente la desacetilacién se lleva a cabo con hidréxido de sodio (Figura 8). (Puvvada et al,

2012)

1. Tratamiento —
acido . Decoloracion Deacetilacion
Exoesqueletos _ Quitina

de crustaceos en crudo

2. Tratamiento
basico

—— Quitina —— > Quitosano

FIGURA 8. Conversién Proceso de obtencion del quitosano.
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2.5.1. Caracteristicas y aplicaciones
Debido a la presencia de grupos amino, el quitosano es un polisacarido de naturaleza catidnica.
Es insoluble en agua y disolventes organicos pero se solubiliza en acidos como el acético,
clorhidrico, nitrico, perclorico e hidroperclorico (de Alvarenga, 2011). Ademas de provenir de
una fuente bioldgica, el quitosano también es facilmente biodegradable, lo que segun el Dr.
Patrick B. Smith del Instituto Molecular de Michigan, lo clasifica como un biopolimero (Petrova,
2014). Asimismo, presenta actividad antimicrobiana, biocompatibilidad y no es téxico, lo que lo
hace ideal para la industria farmacéutica, biomédica, alimenticia e incluso cosmética (Goy, de

Britto, & Assis, 2009; Yao, Li, Yao, & Yin (Editores), 2012).

2.6. N-vinilcaprolactama (NVCL)

Como parte de la familia de las N-alquilacrilamidas, la NVCL ha llamado la atencién debido a
gue su mondmero y su producto de polimerizacién, la PNVCL, presenta respuesta inteligente a
la temperatura (LCST). Al observar la estructura quimica de estas moléculas (Figura 9) se explica
su caracter anfifilico, lo que la hace soluble en disolventes como agua (en temperaturas
menores a 31 °C), alcoholes, DMF, DMSO, THF, p-dioxano, cloroformo y diclorometano (Cortez-

Lemus & Licea-Claverie, 2015 en prensa).
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FIGURA 9. Estructura quimica de la NVCL y la PNVCL.

Debido a que posee una temperatura critica inferior de solucidon (LCST) entre los 30 y 34°C,
intervalo que se encuentra muy cercano a la temperatura fisiolégica del cuerpo humano, es

sumamente atractiva en aplicaciones biomédicas, por lo que es uno de los polimeros
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termosensibles mas utilizados junto con la poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm). Comparada

con el PNIPAAm, la PNVCL exhibe un comportamiento mas estable frente a la hidrélisis, ya que
sus productos de descomposicion son moléculas con acidos carboxilicos en vez de grupos
amida como en el caso del PNIPAAm que resultan toxicos y, por lo tanto, contraproducentes

para los organismos vivos (Cortez-Lemus & Licea-Claverie, 2015 en prensa).

Entre las aplicaciones que se le han dado a este material se encuentran su uso en el
encapsulamiento de células y enzimas, liberacién controlada de farmacos, ingenieria de tejidos,
extraccion liquido-liquido para la separacion de proteinas, como floculante, por mencionar

algunas de las mas importantes (Cortez-Lemus & Licea-Claverie, 2015 en prensa).

2.7. Radiacion ionizante y su interaccion con la materia

En 1864 James Clerk Maxwell sentd las bases de la teoria de la electricidad y el magnetismo
que hasta entonces se pensaba no tenian relacion. Se dio cuenta que, cuando una particula
cargada se mueve, induce un campo magnético y viceversa, al acelerarse, su comportamiento se
describe a través de ondas, y por consiguiente fueron denominadas ondas electromagnéticas.
Estas ondas se caracterizan por tener la misma velocidad que la de la luz en el vacio y son
capaces de transportar energia (energia electromagnética). En 1887 Heinrich Hertz confirmé la

teoria de Maxwell al reproducir este fenémeno en su laboratorio.

Las ondas electromagnéticas, que estan constituidas por fotones, pueden describirse por su
longitud o por su energia, las cuales varian inversamente una de la otra. El conjunto que
contiene las ondas electromagnéticas se denomina espectro electromagnético (EM). En orden
creciente de energia, las ondas estarian ordenadas de la siguiente forma: primero las ondas de
radio que estdn seguidas por las de microondas, a continuaciéon estan las de infrarrojo (IR),
luego las que conforman el espectro de luz visible, continuando con del ultravioleta (UV), los

rayos X y finalmente, la radiacién gamma. La Figura 10 es la representacién del EM.

GENERALIDADES

25



Ondas de Radio Microondas Infrarrojo Visible  Ultravioleta Rayos X Rayos ¥

=
=) -
A B B
LY -
|
Longitud
de onda 10% 102 105 0.5x106 108 1010 1012
(m)
P N
< o & >—O— o
Frecuencia
(Hz) 104 108 101 10 107 101 1020

FIGURA 10. Representacion del espectro electromagnético (EM).

Es posible observar que debido a la gran variedad de fuentes electromagnéticas, la materia
interacciona con la radiacion electromagnética. Como se menciond anteriormente, la diferencia
entre la radiacién solar y la emitida por los modernos aparatos de comunicaciones, es
simplemente la energia que cada una posee y como consecuencia su longitud de onda y
frecuencia. Si las ondas emitidas poseen suficiente energia como para hacer que la materia
desprenda electrones, se dice que dicha radiacion es ionizante. La porcion del EM que posee tal
cantidad de energia comienza con la region del UV lejano, hasta los rayos gamma. Para fines
del desarrollo de este proyecto, la importancia de la radiacién ionizante radica en su capacidad
de romper enlaces quimicos que dan lugar a nuevos productos. No obstante, la radiacion

ionizante también puede ser producida por particulas alfa (o) y beta (B* y B).

2.7.1. Radiacién gamma
En 1900 Paul Villard y Henri Becquerel notaron que ciertos materiales radiactivos emitian
radiacion capaz de atravesar placas fotogréficas blindadas incluso con 2 o 3 cm de plomo. Esta
radiacién que ademéas no mostraba deflexion magnética, fue nombrada gamma (y) después de
que Rutherford (1903) notd su similitud con los rayos X de Rontgen. Los rayos y provienen del
decaimiento espontaneo de nucleos radiactivos. Actualmente, las fuentes principales de
radiacion gamma son el ®Co y el ™Cs con una vida media de 524 afios y 30 afios,
respectivamente. El primero es el mas utilizado debido a que la energia emitida es mayor. El

®0Co es un nuclido que no se encuentra en la naturaleza, se obtiene al bombardear el >°Co con
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neutrones térmicos. Decae a ®Ni por la emision de dos negatrones y dos rayos gamma. La

Figura 11 es la representacion del decaimiento del ®°Co (Navarrete & Cabrera, 1993).

SOCO
< 99% 3
0.314 MeV
~0.01% B- .
o 80Nj excitado
1.488 MeV -
1173 MeV
1332 MeV
4 SONi

FIGURA 11. Decaimiento radiactivo del °Co.

Como ya se ha establecido, la radiacibn gamma posee alta energia y es, en consecuencia,

ionizante. Cuando ésta interactla con la materia ocurren tres fenémenos principales (Swallow,

1960):

Efecto fotoeléctrico. Cuando un foton de baja energia (<0.1 MeV) choca con un atomo
enlazado, el fotdn incidente es absorbido por el &tomo y desaparece, mientras que un
electrén es expulsado (electrén Auger). Este efecto predomina cuando los atomos que
reciben al fotén tienen nucleos ligeros.

Efecto Compton. Conforme la energia de los fotones aumenta, la probabilidad de que la
dispersion de Compton se presente también se incrementa. Un fotdn de energia media
(0.1 = 1 MeV) choca con un electrén libre y en reposo de un dtomo enlazado, el fotén
es dispersado en un angulo © respecto a la direccion de su trayectoria original y el
electréon que fue golpeado es expulsado con energia cinética en otro angulo diferente.
Como consecuencia de la conservacién de momento y energia, el fotébn posee menos
energia y momento que antes, ya que ha transferido parte de su energia al electrén. El
efecto puede darse en practicamente todos los nucleos y es el que predomina en la
radiacion vy.

Produccién de pares. Cuando la energia de los fotones incidentes es muy alta (>1.02
MeV, energia equivalente a dos veces la masa del electréon), tiene lugar la
transformacién de la energia en dos particulas, un negatréon y un positron, es decir,

particulas - y B*. Los negatrones ionizaran los atomos al arrancar electrones,
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produciéndose asi el par idnico, mientras que los positrones interaccionaran con los
electrones provocando la emisién de 2 rayos gamma de 0.51 MeV cada uno, lo que se
conoce como radiacién de aniquilacion. Se puede producir si se trata de dtomos con

nucleos pesados.

Estos efectos se ilustran en la Figura 12.
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FIGURA 12. Efectos de la radiacion con la materia. a. Efecto fotoeléctrico. b. Efecto Compton. c. Produccién de

pares.

2.8. Efectos de la radiaciéon ionizante sobre los polimeros:
reticulacion y degradacion

Uno de los cambios mas importantes de la radiacion ionizante, como es la gamma, sobre los

polimeros es que puede aumentar o disminuir el peso molecular de estos (Chapiro, 1962).

Se habla de un incremento en su peso molecular debido a la formacién de una estructura
tridimensional (una red) del polimero, es decir, al entrecruzamiento de las cadenas que

conforman la macromolécula a lo largo de las tres dimensiones. Por radiacién, el
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entrecruzamiento o reticulacion se lleva a cabo entre los sitios activos del mismo polimero. Un
polimero que ha sido reticulado es una macromolécula a la que no se puede determinar su
peso molecular por los métodos convencionales, debido a que ya no es soluble en los
disolventes habituales, sus propiedades térmicas y mecanicas han cambiado, habiendo
aumentado de forma considerable su punto de fusiéon y perdido su solubilidad, sufriendo en su

lugar hinchamiento.

El efecto de degradacién es la ruptura del polimero, dando como resultado polimeros de bajo
peso molecular y oligdbmeros dependiendo de la dosis de radiacion a la que ha sido sometida

el polimero.

Aunque ambos efectos suelen estar en competencia al momento de irradiar, si el nimero de
entrecruzamientos formados por cada 100 eV absorbidos es mayor a un cuarto del nimero de
cadenas rotas por 100 eV, entonces el efecto predominante serd la formaciéon de una red

polimérica.

Otros efectos importantes de la radiacion en los polimeros son la produccién o eliminacién de

insaturaciones, formacién de color y produccién de gas.

2.9. Copolimero de injerto

Desarrollar un nuevo material es un largo y arduo proceso que implica su concepcién, sintesis,
caracterizacion e infinidad de pruebas que no aseguran que al final se obtenga lo que se
planed. En ocasiones, es mas util y sencillo en su lugar, modificar el material ya existente y
mejorar sus propiedades, de forma tal que se conserven las mas Utiles y se perfeccionen las que

son de nuestro interés.

En el caso de los polimeros, las modificaciones mas comunes se obtienen al mezclar, curar o

injertar las macromoléculas.

El injerto consiste en unir covalentemente un polimero B, formado por un monémero distinto al
de la cadena principal de un polimero A. Para lograr esto, puede recurrirse a diferentes

metodologias como son (Bhattacharyag, Rawlins & Ray (Editores), 2009):

» Injerto iniciado por métodos quimicos. Este puede llevarse a cabo por via radicalaria o

idnica, por lo que el papel del agente iniciador es fundamental.
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Injerto fotoquimico. El proceso se inicia debido a la presencia de un croméforo que, al
pasar a un estado excitado, sufre disociacion y, por lo tanto, forma radicales libres, los
que iniciardn el mecanismo de injerto. Si no se cuenta con el croméforo en la
estructura, es posible iniciar la reaccidon si se coloca un sensibilizador a la luz que
favorezca la creacion de los sitios reactivos.

Injerto enzimatico. La responsable de iniciar el proceso de copolimerizacién por injerto
es la enzima. El proceso es relativamente reciente.

Injerto inducido por plasma. Como en la radiacién ionizante, los electrones acelerados
tiene suficiente energia como para romper los enlaces quimicos de las moléculas y dar
lugar a la formacion de macroradicales, para iniciar el proceso de injerto.

Injerto por radiacion. Este tipo de injerto se detallara a continuacion.

2.9.1. Injerto por radiacion

Es producido cuando la radiacién de alta energia ioniza las moléculas de forma tal, que se

rompen los enlaces de las mismas. Puede llevarse a cabo mediante la formaciéon de radicales

libres o por mecanismo iénico en donde se forma un ion polimérico que reacciona con el

mondémero. En el caso de que se formen radicales libres, puede llevarse a cabo por tres

diferentes métodos (Chapiro, 1962; Swallow, 1960; Meléndez-Ortiz & Bucio, 2015):

a)

Preirradiacion. Primero se irradia la matriz polimérica en vacio o en un medio inerte y
posteriormente se afiade el mondmero a injertar. Es recomendable trabajar con
temperaturas bajas para evitar la recombinacién de radicales. Como ventaja que este

método presenta se tiene la produccién de poca cantidad de homopolimero (Figura 13).

nM _ . Mn )

FIGURA 13. Proceso de injerto por el método de preirradiacion.

Preirradiacidon oxidativa. Se irradia la matriz polimérica en presencia de oxigeno
(generalmente en aire) lo que da lugar a la formacion de grupos perdxidos e
hidroperoxidos. Subsecuentemente, estos grupos se descomponen es sus respectivos
radicales cuando la muestra irradiada es calentada y puesta en contacto con el

mondmero de interés. Presenta la ventaja de que sus intermediarios son muy estables e
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incluso pueden ser almacenados para su posterior tratamiento, ademas de que las

cantidades de homopolimero producidas son pequefas (Figura 14).

Mn

&

FIGURA 14. Proceso de injerto por el método de preirradiacion oxidativa.

c¢) Método directo. Se irradia el polimero y el mondémero simultdneamente en una
atmésfera inerte, por lo que se da lugar a la produccién de homopolimero en el
proceso de injerto. Es utilizado cuando los monémeros son poco reactivos o cuando se

desea incrementar el porcentaje de injerto (Figura 15).

’ nM ]

FIGURA 15. Proceso de injerto por el método directo.

2.10.  Los polimeros como sistemas acarreadores de farmacos

Cuando un farmaco es administrado en el organismo humano, su principal objetivo es que el
principio activo llegue al sitio de interés y que su efecto sea maximo, de tal forma que el

tratamiento vaya mejorando al paciente y se sufran los menos efectos secundarios.

Los sistemas poliméricos con respuesta inteligente son muy utilizados en la carga y liberacién

de farmacos ya que son capaces de hospedar drogas de naturaleza hidréfoba e hidrdfila.

Los sistemas poliméricos pueden ser clasificados por su perfil de liberacion como: sistemas

monoliticos, donde el fenédmeno de la difusidon controla la cesidn; sistemas activados por el
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disolvente, donde la cesidén es controlada por hinchamiento o presién osmética; sistemas
controlados quimicamente, que generalmente son biodegradables, y sistemas activados por un
agente externo (por ejemplo el pH y la temperatura). Generalmente, la cesién involucra mas de

un perfil de liberaciéon (El-Nokaly, Piatt, & Charpentier (Editores), 1993).

Nivel toxico

v Nivel minimo efectivo

Concentracion del Farmaco en |a Sangre

Tiempo

FIGURA 16. Perfiles de liberacion del principio activo en la sangre dependiendo de la forma de administracion. (1)

Dosis oral. (2) Sobredosis oral (3) Inyeccion (4) Sistema de liberacion controlada.

La Figura 16 muestra el comportamiento teérico de la concentracién de farmaco al ser liberado
en el plasma sanguineo dependiendo de la forma de administracién. La busqueda de sistemas
de liberacién controlada se basa en el razonamiento que de esta forma se reducen los efectos
secundarios y la droga actia de forma mas efectiva si la concentracién se mantiene en un nivel
optimo (nivel terapéutico deseado) y constante por un prolongado periodo de tiempo(El-
Nokaly, Piatt, & Charpentier (Editores), 1993). El término “liberacién controlada” no sélo se
refiere a una liberacion lineal del principio activo, sino también, a que un estimulo externo

pueda desencadenarla y no estd determinado por una forma de administracion especifica.

2.11.  5-Fluorouracilo (5-FU)

El 5-Fluorouracilo (5-FU) o 5-Fluoro-1H-Pirimidin-2,4-diona es un medicamento antineoplasico
que se comercializa con nombres como Fluoroplex, Efudex o Adrucil. Es un antimetabolito
antagonista de la pirimidina, ya que su estructura es muy similar a la del uracilo, una base
nitrogenada que forma parte del ARN con la Unica diferencia que el hidréogeno unido al
carbono 5 es reemplazado por un flior (véase Figura 17). Al ser un inhibidor metabdlico

nucledsido, inhibe la sintesis de los acidos nucleicos, y la actividad neoplasica, es decir, impide
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que las células se reproduzcan deteniendo el crecimiento del tumor(Norwegian Institute of
Public Health, 2014; Longley, Harkin, & Johnston, 2003). Este medicamento se utiliza muy a
menudo en la terapia contra el cancer de mama, aparato digestivo (anal, es6fago, pancreatico y
gastrico), hepatico, cabeza y cuello, de piel de células basales y queratosis actinica, asi como en

cancer colon-rectal.

6 4 (@) O
5 NH F
. | 7, " NH A
N
SH N/go N/go
H H
Pirimidina Uracilo 5-Fluorouracilo

FIGURA 17. Estructura quimica de la pirimidina, uracilo y fluorouracilo, se aprecia la similitud entre sus

estructuras.

2.12. Emulsiones

Al hablar de emulsiones debe tenerse en cuenta que se hace referencia a un sistema coloidal;
segun la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC por sus siglas en inglés) se
trata de un sistema compuesto de un medio donde se encuentran particulas dispersas con
dimensiones, en al menos una de sus direcciones, que varian entre T nmy 1 ym o a un sistema
donde se tienen discontinuidades de ese orden. En el caso especifico de una emulsion, tanto el
medio como las particulas suspendidas son liquidos, aunque de manera general, las gotas
dispersadas en el medio son de tamafios mayores a los sefialados anteriormente. Las
emulsiones mas comunes son aquellas que suspenden particulas oleosas en un medio continuo
acuoso y se denotan por O/W, si se trata del caso contrario, se denotan por W/O y se dice que

se trata de una emulsion inversa. La Figura 18 ilustra el concepto de la emulsién W/O y la O/W.
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Emulsion inversa Emulsion O/W
W/O

= T

Fase acuosa

Fase oleosa

FIGURA 18. Tipos de emulsion.

Debido a que termodindmicamente la energia interfacial tenderd a ser la minima posible, las
emulsiones suelen ser sistemas inestables; las particulas dispersadas frecuentemente tienden a
coalescer, es decir, que las gotas suspendidas se agrupan progresivamente de manera que
llegan a formar una fase diferente en la disolucion, y se produce lo que se conoce como el
rompimiento de la emulsién. Para disminuir la tensién interfacial y asi evitar la formacion de
una nueva fase, se agrega un surfactante o agente tensoactivo (de la abreviacién en inglés
Surface Active Agentd), que es generalmente un compuesto afin tanto a la fase oleosa como a la
fase acuosa, lo que permite “encapsular” a la fase discontinua en la fase continua, y que en

apariencia se aprecia como una solucién homogénea.

2.13. Técnicas de caracterizacion

2.13.1. Espectroscopia de infrarrojo
La técnica de espectroscopia infrarroja ha sido utilizada desde hace varias décadas para la
identificacion, caracterizacién y cuantificacion de muestras. Clasicamente, se hace pasar un haz
de infrarrojo que posee la energia necesaria para hacer vibrar los enlaces covalentes de una
molécula. Esta metodologia utilizada sobre todo para las muestras organicas, trabaja con la
parte del espectro electromagnético del infrarrojo medio y corresponde a nimeros de onda
entre 4000-500 cm™. En un espectroscopio de transformada de Fourier lo que se tiene es un
haz de luz IR que choca con un separador y divide el haz hacia la muestra y hacia un espejo
fijo, recorriendo asi, dos distancias distintas; al final, los haces se recombinan en el detector

creando un modelo de interferencia denominado interferograma, con todas las frecuencias pero
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desfasadas unas de otras por fracciones de segundo. Este interferograma esta en el dominio del
tiempo, que pasa al dominio de la frecuencia al aplicar la transformada de Fourier,
obteniéndose asi el espectro de IR de la muestra analizada. Esta técnica es bastante Util, sin
embargo, obtener buenos resultados depende mucho de la preparacion de la muestra y el
espesor de la misma, lo cual no siempre es facil para los polimeros, es por eso que para este
tipo de muestras se utiliza la técnica de Reflectancia Total Atenuada (ATR, por sus siglas en
inglés), en donde un haz del IR atraviesa un cristal con un indice de refraccion mayor al de la
muestra. La reflectancia interna crea una onda denominada onda evanescente, la cual incide
sobre la muestra que debe estar en contacto con el cristal, ya que la penetracién de la misma
es de 0.5-5 micrometros. Cuando la energia de la onda evanescente es tal que la muestra
absorbe, la onda se vera atenuada (alterada). La informacién regresa al haz IR que sale por el
extremo opuesto del cristal y se dirige al detector que finalmente genera el espectro. La
penetracién del haz es funcion de la longitud de onda y angulo de incidencia del haz, asi como
el indice de refraccion del cristal utilizado. La Figura 19 esquematiza el funcionamiento descrito

para una celda ATR.

Muestra \
>.< : /\/\ T Cristal
Salida del haz IR
Entrada del haz IR hacia el detector

FIGURA 19. Representacion de un elemento ATR con reflexion multiple. Adaptado de nota técnica de PerkinElmer.

(PERKIN ELMER, 2015)

1.1.1. Espectroscopia UV-VIS
Esta técnica espectroscdpica trabaja con fotones que tienen longitudes de onda entre 190-900
nm y que al incidir en las moléculas, promueven cambios no permanentes en los estados
electrénicos de las mismas (n - ©*,n - ¢*, 1 —» ¥, ™ - ¢*,0 - ™, 0 - ¢*), absorbiéndose parte de
la energia perdida en el proceso. La espectroscopia UV-VIS es utilizada generalmente en la
cuantificacion de analitos de naturaleza conocida, ya que las bandas observadas en los
espectros no son lo suficientemente especificas para permitir la identificacion de un compuesto

desconocido, como en el caso de la espectroscopia IR.
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Para la cuantificacion de un analito (en disolucion), se aprovecha la relaciéon existente entre la
intensidad del haz emitido, la absorcidén del mismo por la muestra y su concentraciéon en una

disolucion, es decir, la ley de Lambert & Beer, que se expresa como sigue:
Io
A= logT =aCL..(1)
Donde:

A: Absorbancia de la muestra

Io

. Relacion entre la intensidad original y la final, es decir, el reciproco de la transmitancia

coeficiente de absorcion

N

: concentracién de la muestra

[

longitud que recorre el haz al atravesar la muestra

Lo anterior tiene validez siempre y cuando el haz sea monocromatico, la disoluciéon del analito

sea homogénea y que el estado fisico o quimico no cambie con la concentracién del mismo.

1.1.2. Dispersion de Luz Dinamica
La Dispersion de Luz Dindmica (DLS por sus siglas en inglés) es una técnica utilizada para medir
el tamafio de particula y moléculas que se encuentran en suspension. DLS mide la velocidad de
las particulas que sufren movimiento browniano, el cual depende de la temperatura, la
viscosidad y el tamafo de particula. El movimiento browniano de las particulas se define por el
coeficiente translacional de difusiéon que se relaciona con su didmetro hidrodindmico a través
de la ecuacién de Einstein-Stokes de la siguiente forma:

4 = kT
H -_ 31-[T]D e

2

dy: didmetro hidrédinamico
k: constante de Boltzmann
T: temperatura

n: viscosidad

D: coeficiente de difusion

Cuando el haz es dispersado, se produce una interaccion entre el haz de luz y el campo

eléctrico que una pequefa particula o molécula posee; el fotéon induce un dipolo oscilante en la
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nube electrénica y, como consecuencia, se emite energia en todas las direcciones, este
fendmeno es conocido como dispersién de luz. Mediante algoritmos computacionales, los
equipos de DLS construyen funciones que relacionan la intensidad de la luz dispersada y el

coeficiente de difusién, obteniendo asi, las distribuciones de tamafio de particula.

Se pueden obtener tres tipos de distribucion de tamafio de particula: intensidad, volumen vy
numero. El primero es el resultado directo de medir cuanta luz fue dispersada por las particulas;
el segundo, refleja el volumen ocupado por las particulas medidas y es equivalente a una
distribuciéon en masa; y por ultimo, la distribucién en ndmero refleja el nimero de particulas

que existen para cada tamafo registrado.

1.1.3. Analisis termogravimétrico (TGA)
El Analisis Termogravimétrico (TGA) es una técnica de caracterizacibn que monitorea los

cambios en la masa ocurridos en una muestra al ser sometida a un calentamiento.

Un equipo de TGA posee una balanza de gran precisién que sostiene una charola donde se
deposita la muestra a analizar. Esta charola es introducida en un horno que calienta la muestra,
segun lo requerido. El experimento puede llevarse a cabo en diferentes tipos de atmosferas,
siendo la mas comun la de nitrégeno o argdén (gas inerte) y oxigeno. Los cambios en masa son

constantemente monitoreados y registrados.

Es una herramienta Util, ya que permite identificar la estabilidad térmica de la muestra, e

incluso, su temperatura de descomposicién.

1.1.4. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)
Esta técnica permite estudiar la topologia de la superficie de las muestras que se someten a
este estudio. A diferencia de otro tipo de micrografias, las imdgenes de AFM se obtienen al
explorar la muestra con una punta afilada (<50 nm de didmetro) colocada en el extremo de un
soporte flexible, la variacion del dngulo de inclinacién es detectada por un haz laser que se
encuentra posicionado sobre el soporte de la punta e indica los cambios en la superficie de la

muestra, lo que se ilustra en la Figura 20. (Geisse, 2009)
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FIGURA 20. Componentes esenciales de un AFM.

1.1.5. Microscopia Electréonica de Barrido (SEM)
Otra técnica comunmente muy utilizada en la caracterizacion de materiales es la Microscopia
Electronica de Barrido (SEM), debido a que se consiguen imagenes con gran cantidad de
informacion de superficie y morfologia de las muestras. A diferencia de los microscopios
Opticos, el SEM estudia las interacciones entre los electrones generados y el espécimen de
estudio, por lo que la resolucion es mayor, al no depender de la longitud de onda de los

fotones de luz.

Los electrones son generados por un filamento de tungsteno, el haz formado es disparado y se
abre paso atravesando primero los lentes condensadores y posteriormente los lentes objetivo
hasta la muestra. Cuando los electrones son generados, puede suceder que: los electrones
pasen simplemente a través de la muestra debido al gran espacio interatdmico; se generen
electrones secundarios préximos a la superficie de la muestra debido a choques entre los
electrones generados en la fuente (utilizado principalmente para estudiar la topografia de una
superficie); o que los electrones choquen con el ndcleo de los &tomos del material bajo estudio
dando lugar a los llamados electrones electrodispersados (ademas de la topografia de la
superficie, brinda una idea de la densidad de la muestra debido a que la interaccién sera
diferente dependiendo del peso molecular de la muestra). Este estudio requiere ademéas de una
buena preparacidon de la muestra, ya que si ésta no es conductora, debe recubrirse con una
capa delgada de un material que si lo sea, comUnmente oro, plata, oro-paladio. (nanoScience

instruments, 2015)
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. Equipos y reactivos

Los siguientes reactivos se utilizaron durante el desarrollo del proyecto:

El quitosano de bajo peso molecular fue adquirido en Aldrich, al igual que el glutaraldehido
(disolucién al 50% v/v), n-hexanol, ciclohexano y el surfactante Triton X-100, estos fueron
utilizados como se recibieron sin previa purificacion; la NVCL con 98% de pureza también de
Aldrich, fue destilada a presién reducida; el acido acético, la acetona y el etanol fueron
adquiridos de Reproquifin, México; el acido bdrico, acido citrico y el ortofosfatotrisédico fueron
adquiridas de J.T. Baker. Para la sintesis de los nanogeles se utilizé agua tridestilada para evitar

la presencia de impurezas e iones.

Las ampolletas y tubos de vidrio utilizados para contener las muestras durante la irradiacion

fueron tipo Pyrex.

3.1.1. Determinacion de grupos desacetilados
El grado de desacetilacion del quitosano se calculd con base en el método titulacion acido-
base, es decir, se pesaron 0.125 g de CS los cuales fueron disueltos en 25mL de 4&cido
clorhidrico 0.1 M. El sistema se puso bajo agitacibn magnética hasta que el CS fue
completamente disuelto. La disolucién fue titulada con NaOH 0.1 My se fue graficando el valor
de pH de la disoluciéon conforme el volumen de NaOH era afiadido. Con la expresion

_ (Chc1Vuel — CnaouVnaon) * 0.016 .
G

%NH, 100 ...(3)

Se calculé el porcentaje de grupos amino, donde Cyc Y Vi €s la concentracion (mol/l) y
volumen (l) de acido clorhidrico;Cyaon Y Vnaou 1@ concentracion (mol/l), volumen (I) de hidroxido
de sodio utilizado, respectivamente; y 0.016 es el peso molecular del grupo —NH, en 1 mL de
HCl 0.1 M. El valor se dividié entre 0.0994 que corresponde al 9.94% de grupos —NH, tedricos
presentes en el CS. El proceso se realizd por triplicado y el resultado fue 79%.(Czechowska-

Biskup et al,, 2012)
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3.1.2. Tamano de particula mediante DLS
La determinacion del tamafio de particula se llevo a cabo en un equipo de dispersién de luz
dindmica (DLS) Zetasizer Nano NS90 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK) a una
temperatura de 20 °C equipado con una fuente de luz laser de He-Ne con longitud de onda de

633 nm y una celda de cuarzo, ubicado en el departamento de Fisica de la UAM-Iztapalapa.

3.1.3. Analisis termogravimétrico
El analisis termogravimétrico se realizd en un equipo TGA Q50 (TA Instruments, New Castle, DE,

USA) usando una rampa de calentamiento de 10 °C/min, desde 25 °C hasta 700 °C.

3.1.4. Espectroscopia FTIR-ATR
Los analisis de infrarrojo se hicieron en un espectrometro Perkin-Elmer Spectrum 100 (Perkin-
Elmer CETUS Instrument, Norwalk, CT) equipado con un accesorio para la técnica de

Reflectancia Total Atenuada (ATR) con punta de diamante.

3.1.5. Fuente de irradiacion
La irradiacién de las muestras se realizé en la Unidad de Irradiacion y Seguridad Radioldgica del
Instituto de Ciencias de Nucleares (ICN) con una fuente de ¢°Co (Gammabeam 651 PT, Nordion

International).

3.1.6. Espectroscopia UV-Vis
La carga y cesion del farmaco se llevd a cabo monitoreando la absorbancia del farmaco a
diferentes tiempos, para lo cual se utilizd un espectrofotémetro UV-Vis modelo Specord 200
Plus (Analytikjena, Jena, Alemania) que se encuentra en el Instituto de Ciencias Nucleares,
UNAM. La longitud de onda de maxima absorcién para el 5-FU se encontré a A=266 nm y se

utilizaron unas celdas de cuarzo de la marca Perkin-Elmer.

3.1.7. Microscopia Laser Confocal

Estos estudios se realizaron en RIKEN, Thelnstitute of Physical and Chemical Research, Japén,

con un microscopio modelo OLS4000 (Olympus, Tokyo, Japén).

3.1.8. Microscopia de Fuerza Atémica

Estos andlisis fueron realizados en RIKEN, The Institute of Physical and Chemical Research,

Japén, con un microscopio marca Asylum Research modelo MFP-3D (Oxford Instruments, Santa
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Barbara, CA) con puntas tipo NHC (Non-Contact/TappingMode, High resonance frequency)

(Nano World Technologies, Suiza) y se utilizé el modo AC.

3.2. Procedimiento experimental

El procedimiento experimental se resume en tres etapas principales, mismas que se presentan a

continuacion:

qunosano por método
quimico

Sintesis de hidrogeles de
CS + GA— (net-CS)

Nano

i\

Macro

Método de emulsion inversa

Variacion de la cantidad de Peliculas | Esferas I
surfactante

v
J

Injerto de NVCL
net-CS —P(net-CS) g-NVCL

\

Caracterizacion: ]

Nano Macro
I Hinchamiento limite, pHc, ¥
LCST, TGA, FTIR-ATR, SEM M .
DLS, AFM Microscopia
Laser confocal

W

Ensayos de carga y
liberacion de
5-FU

FIGURA 21. Etapas del procedimiento experimental.
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3.3. Sintesis de macrogeles (net-CS)

3.3.1. Procedimiento de elaboracion de peliculas de CS entrecruzado

por el método de evaporacion (net-CS)e

1) Se prepard una disolucién de quitosano (CS) (2 % w/v) en una disolucién acuosa de
AcOH (2 % v/v).

2) Se tomd una muestra de 15 mL y se vertid en una caja Petri de vidrio, mezclando
rapidamente para homogeneizar.

3) Se agregd6 0.15 mL de glutaraldehido (GA) al 50% v/v; es decir, el volumen de disolucion
de GA se adicion6 al 1% v respecto a la disoluciéon de quitosano.

4) Se tap6 la caja Petri, dejando reaccionar por 24 horas y posteriormente se inicid la
evaporacion de los disolventes.

5) Una vez secos, los geles se lavaron con una disolucién de AcOH al 1% (v/v) durante 24
horas para eliminar el quitosano no reticulado y se realizaron lavados con agua
destilada hasta pH neutro.

6) Los geles fueron secados hasta peso constante en una estufa de vacio a 60 °C y

guardados en un desecador para su posterior utilizacion.

33.2. Procedimiento de elaboracion de esferas por el método de

coacervacion-precipitacion (net-CS)p

Este procedimiento se adaptd del reportado en la literatura. (Chiou & Wu, 2004)

1) Se prepararon soluciones de quitosano al 3 y 5 % w/v en una disolucién acuosa de
acido acético al 10 % v/v.

2) Con la ayuda de una jeringa (aguja comercial 27 G), fue goteada lentamente la
disolucion de quitosano, en una disolucion 3:1 de NaOH(3M)/MeOH. Las esferas de CS
fueron precipitando en la disolucidon. Después de 2 horas se agregd una disolucidn
acuosa de glutaraldehido (50% v/v) al 3.3% v/v respecto al quitosano.

3) La reacciéon procedid por 24 h.

4) Transcurrido el tiempo, se decant6é la mezcla NaOH/MeOH vy se realizaron lavados con

agua hasta obtener un pH neutro para eliminar los residuos de NaOH presentes.
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5) Se llevé a cabo un lavado de acido acético (5 %v/v) para eliminar el quitosano sin
entrecruzar.

6) Posteriormente, se lavaron las esferas con agua destilada hasta obtener nuevamente pH
neutro.

7) Se elimino el exceso de agua.

8) Por ultimo, las esferas fueron secadas en una estufa de vacio a 60 °C por 24 horas.

3.4. Sintesis de los nanogeles (net-CS),

La sintesis de los nanogeles de quitosano (net-CS), fue realizada utilizando el método de

emulsion inversa. Se adecud la metodologia reportada por Arteche Pujana y colaboradores

(Arteche Pujana et al, 2014) ya que se cuantificd la cantidad de surfactante utilizado, dato que

no se encontraba reportado. En todos los casos se utilizd agua tridestilada para evitar la

presencia de iones.

3.4.1. Método |

Se prepard una disolucion de quitosano (2% w/v) en una disoluciéon acuosa de AcOH (2% v/v),

la cual se dejé bajo agitacion magnética durante una noche.

1)

En un matraz de bola se mezclaron los siguientes reactivos bajo agitacion magnética
constante (700 rpm) en el siguiente orden: 4 mL de una disolucién de CS, 4 mL de n-
hexanol y 11 mL de ciclohexano a la mezcla, de manera que se consiguid una
proporcion 1:1:2.75 partes en volumen de los reactivos, respectivamente.

Se afadieron gota a gota 2.3 mL de surfactante (Tritdbn X-100) al matraz. Conforme el
tamafo de particula fue disminuyendo, la emulsiéon pasé de un aspecto lechoso y turbio
a uno transparente, lo que sucede cuando el tamafio nanométrico de los geles de
quitosano ha sido alcanzado.

Se realizd una disolucion de glutaraldehido al 1% v/v en agua.

Por separado, se preparé una emulsion de glutaraldehido en un matraz de bola bajo
agitacidon magnética (700 rpm) como se describe a continuacién: se adicionaron al
matraz 4 mL de disolucion de GA, 4 mL de n-hexanol y 11 mL de ciclohexano
(respetando asi las proporciones 1:1:2.75 partes en volumen) y 4 mL de Triton X-100. Se

observd el mismo cambio de aspecto en la emulsién, de turbio a transparente.
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5) Para el paso de entrecruzamiento, se adicion6 la emulsién de glutaraldehido lentamente
(gota a gota) a la de quitosano y se dejé reaccionar durante 24 horas.

6) Purificacion.

a. Terminado el tiempo de reaccidn, las nanoparticulas entrecruzadas fueron
precipitadas de la siguiente forma: en un vaso de precipitados con una mezcla
de etanol/acetona (1:1) bajo agitacibn magnética se afadid lentamente la
mezcla de reaccidon, observandose al instante la precipitacién de los nanogeles
de color ambar.

b. Posteriormente se centrifugé a 1700 rpm durante 7 minutos y se decanté el
liquido sobrenadante; luego se repitié el paso de centrifugacion por 5 minutos
esta vez a una velocidad de 3000 rpm.

7) Los nanogeles se pasaron a un crisol de vidrio con placa porosa para eliminar el exceso
de liquido. Una vez filtrados, se realizaron lavados de 1) etanol, 2) disolucion de AcOH
al 1% v/v, 3) agua hasta llegar a pH neutro, filtrando entre cada paso.

8) Se secaron en una estufa de vacio a 60 °C durante 24 horas hasta peso constante y

posteriormente se colocaron en un desecador.

3.4.2. Método Il

De forma similar a lo descrito en el Método |, mediante el método de emulsién inversa se

realizd lo siguiente:

1) Se realizd una disolucion de CS (2% w/v) en una disolucién acuosa de AcOH (2%
v/V).

2) En un matraz de bola bajo agitacibn magnética (700 rpm) se afadieron: 4mLde
disolucion de CS, 4.9 mL de n-hexanol y 14.1 mL de ciclohexano. Estas cantidades
corresponden a una proporcion 1:1:2.75 de los reactivos en peso.

3) A la mezcla le fue adicionada 2.8 mL de surfactante (Tritén X-100).

4) Se preparé una disolucién acuosa de glutaraldehido al 0.5% v/v.

5) De la misma manera, se preparé una emulsién de GA en un matraz de bola bajo
agitacion magnética (700 rpm) con 4 mL de disolucion de GA, 4.9 mL de n-hexanol,
y 141 mL de ciclohexano, respetando igualmente las proporciones en peso. Se

afiadieron 2.8 mL de Tritdn X-100.
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6) Se vertié lentamente la emulsion de GA a la de CS y se dejo reaccionar por 24
horas.

7) Purificacién. En un vaso de precipitados bajo agitacién magnética, los nanogeles
fueron precipitados en acetona.

8) Los pasos 7 y 8 del Método | se llevaron a cabo de la misma manera.

3.4.3. Método Il

En esta método se manejé relacion masica de los componentes de la emulsion (1:1:2.75), como

en el Método Il, no obstante, la cantidad de surfactante fue distinta. A continuacion se describe

el procedimiento.

1)
2)

7)

Se prepard una disolucion de CS (2% v/v) en una disolucién acuosa de AcOH (2% v/v).
En un matraz de bola y bajo agitacion magnética (700 rpm) se prepard una emulsion de
CS adicionando4 mL de disolucion del polimero, 49 mL de n-hexanol y 14.1 mL de
ciclohexano, a la cual se le adicionaron 12 mL (11.2 g) de Tritén X-100.

Se prepard una disolucion acuosa de GA al 0.5% v/v.

En un matraz de bola bajo agitacidon magnética (700 rpm) se realizé la emulsién de GA
con 4 mL de disolucién del entrecruzante, 49 mL de n-hexanol y 141 mL de
ciclohexano, afladiendo 12 mL de surfactante.

El paso de entrecruzamiento se realizé al adicionar lentamente la emulsidon de GA a la
de CS y se dejé reaccionar durante 24 horas.

Purificacion.

a. Los nanogeles fueron precipitados al afiadir una mezcla acetona/etanol (1:1) a la
reaccion.

b. El sistema obtenido fue centrifugado a 1000 rpm durante 10 minutos,
posteriormente se realizaron dos lavados con agua/MeOH (1:1 y se
centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos.

c. Se decantaron, lavaron con agua y se centrifugaron durante 30 min a 10000
rpm.

El secado se llevé a cabo a presion reducida a 0.041 mBar y -53 °C durante 24 horas.

La siguiente tabla resume la informacién de las cantidades de los tres métodos descritos

anteriormente.
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Tabla 2. Cantidades de disoluciones y disolventes utilizados para formar las emulsiones.

Método | Método I Método il
Componentes Volumen Volumen Volumen
(mL) (mL) (mL)
Disoluciéon de CS 4 4 4
n-hexanol 4 49 4.9
Emulsion de CS
Ciclohexano 11 141 14.1
Triton X-100 2.3 2.8 12
Disolucion de GA 4 4 4
n-hexanol 4 49 49
Emulsion de GA
Ciclohexano 11 141 14.1
Triton X-100 4 2.8 12

3.5.

Sintesis de copolimeros de injerto (net-CS)-g-NVCL

3.5.1. Efecto de la dosis en el porcentaje de injerto

Tanto para los geles a escala macro como para los nano, el injerto de NVCL sobre los geles se

llevd a cabo irradiando con dosis de 1 a 20 kGy a una razén de dosis de 5.7 kGy/h. Las

disoluciones de mondmero en las que se hincharon los nanogeles fueron 20, 30 y 50 % v/v de

NVCL en AcOH en disolucién acuosa (10% v/v).

1) Se distingue el procedimiento para nano y macrogeles

a.

Nanogeles: se tomé una muestra previamente seca de (net-CS), de 0.05 g y se
colocd en un tubo de vidrio marca Pyrex, se afladieron 3.5 mL de la disolucién
de AcOH/N-vinilcaprolactama. El tubo se cerré con un tapdn de hule.

Macrogeles: se pesé una muestra de (net-CS); de 0.1 g y se colocd en un tubo
de vidrio resellable marca Pyrex al que se le adicionaron 5 mL de la disolucién

de AcOH/N-vinilcaprolactama.

2) Para eliminar el oxigeno presente, se colocaron las ampolletas en una linea de argén y

se burbujeo el gas durante 20 minutos.

3) Para el caso de los nanogeles se hizo pasar la aguja por un tapéon de hule y se colocé

una aguja de purga. Cuando el tiempo de desgasificacién hubo transcurrido, se

retiraron rapidamente las agujas y se selld el pequefio orificio del tapdon de hule del
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tubo con papel Parafilm, para evitar la entrada de oxigeno o salida del gas argén. En el
caso de los macrogeles, estos se sellaron con la ayuda de un soplete.

4) Los geles se dejaron hinchando 24 horas y se irradiaron a la dosis deseada.

3.5.2. Purificacién del copolimero de injerto
Después de haber sido irradiadas, los tubos de vidrio fueron abiertos; se decanté el monémero
y homopolimero presentes en la fase liquida. Se hicieron lavados para purificar la muestra con
agua destilada, seqguido de uno de AcOH al (1% v/v) y por ultimo, se lavaron las muestras con
agua destilada hasta que el pH de la muestra tuviera un valor neutro. Los materiales fueron
filtrados, secados en una estufa de vacio a 60 °C durante 24 horas y por ultimo fueron

almacenadas en un desecador.

3.5.3. Cuantificacién del porcentaje de injerto
La determinaciéon del porcentaje de injerto se realizd por el método gravimétrico, determinando

el peso de la muestra después de ser irradiada. Se utilizd la siguiente expresién:

We — W,
%Injerto = % x100  ..(4)
0

Donde:

We: Peso final de la muestra después de ser injertada.

Wy: Peso de la muestra antes de ser irradiada.

3.6. Caracterizacion de los sistemas

3.6.1. Tamano de particula
Para el Método | y Il la determinacién del tamafio de particula se realizd en un equipo de
Dispersion de Luz Dindmica tomando una muestra de 2 mL de la emulsidon de polimero, el
entrecruzante y el sistema entrecruzado justo después del periodo de reaccién (24 horas) para

obtener el tamafio promedio de las particulas en el momento en que son precipitadas.

Para el Método Ill las medidas de DLS fueron tomadas después de haber re-dispersado los

nanogeles en AcOH (10 % v/v) en agua con una concentraciéon de 10 mg/mL.
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Adicionalmente, se determiné el tamafo de particula en seco para los sistemas obtenidos por el
Método Il por AFM. Las muestras fueron fijadas a una platina de vidrio utilizando pasta de

plata. El drea de analisis fue 1 x 1 um.

3.6.2. Cinética de hinchamiento
Las pruebas de hinchamiento ayudaron a la determinacién de tres parametros importantes en
la caracterizacién de los geles sintetizados: hinchamiento limite, pH critico y temperatura critica
(LCST). Estas pruebas consistieron en ir midiendo la absorcidon de agua, para ello, una muestra
de masa conocida se sumergid, por tanto, la variable mas importante por considerar es la masa
de la muestra después de un tiempo determinado. Primero, fue necesario determinar el
hinchamiento limite del hidrogel, lo cual se llevd a cabo en agua destilada y posteriormente

este valor fue utilizado para determinar la temperatura y el pH critico.

3.6.2.1.  Hinchamiento limite
Una muestra seca de masa conocida se colocé en un crisol de vidrio sinterizado. Se registrd el
peso inicial de la muestra seca y luego el hidrogel se sumergié en agua destilada, de forma tal,
que el volumen de agua cubri6 completamente el gel. Se tomaron mediciones de la masa
después haber eliminado el exceso de agua. Las primeras mediciones se hicieron en intervalos
cortos de tiempo dentro de los primeros 60 minutos y se monitoreé hasta asegurar que la
masa final fuera constante, lo cual quiere decir que se ha llegado al valor de hinchamiento

limite. Este valor sirvié como referencia para determinar el valor de pH y temperatura critica.

El porcentaje de hinchamiento se determina por diferencia gravimétrica como se muestra en la

siguiente férmula:
-

W W°><100 5
We .(5)

%Hinchamiento =

Donde

W;,: peso de la muestra hinchada a diferentes tiempos.

Wy: peso de la muestra seca.

3.6.2.2. pH critico
Se prepararon soluciones buffer con diferentes valores de pH (2-11) mezclando una disolucién

acida de acido boérico al 0.2 M y éacido citrico 0.05 M con una disolucién baésica de
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Ortofosfatotrisédico dodecahidratado 0.1 M hasta ajustar a los valores deseados con ayuda de

un pH-metro.

Para la determinacion de pH critico se pone a hinchar el gel (de manera analoga a la
determinacion del hinchamiento limite) en una disolucién buffer con pH conocido durante el
tiempo de hinchamiento limite (en agua), se pesa el gel y se determina el porcentaje de
hinchamiento con ayuda de la expresion (5). Se grafica el porcentaje de hinchamiento contra el

valor de pH. El punto de inflexion de la curva obtenida marca el valor del pH critico.

3.6.2.3. Temperatura critica
La temperatura critica se determind sumergiendo las muestras en agua destilada en un sistema
cerrado. Estas fueron colocadas en un bafio maria 20 °C durante un tiempo mayor al de
hinchamiento limite para asegurar que las condiciones de equilibrio se hubieron alcanzado.
Transcurrido este tiempo, se elimina el exceso de humedad de la muestra, se pesa y se registra

el valor. El proceso se repite a diferentes valores de temperatura (28-38 °C).

3.6.3. Analisis termogravimeétrico
Una muestra previamente seca de los hidrogeles injertados fue colocada en una charola de
platino. El anélisis se llevé a cabo en el intervalo de temperaturas de 25 a 600 °C en atmdsfera

de nitrégeno a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

3.7. Estudios de carga y cesion de 5-FU

Para cuantificar la cantidad de farmaco incorporado y liberado se realizé la curva de calibracion

del 5-FU en agua.

Se elabord una disolucion stock de 5-FU de concentracién conocida (0.016 mg/mL) y se
realizaron diluciones tomando alicuotas con pipetas aforadas. El maximo de absorciéon para el
5-FU se midi6 a A = 266 nm. Para realizar la validacion del método, se repitié la curva tres
veces y se calcularon los porcentajes de recuperaciéon (PR) de la muestra y el coeficiente de
variacion (CV) de la misma. Estos calculos se describen en el Anexo | donde se muestra la curva

y los analisis de ajuste de la recta de calibracion.
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3.7.1. Carga de 5-FU

El procedimiento general de carga tanto para sistemas macro como nano se realizd por

triplicado y es el que se describe a continuacion:

1)

Una muestra de 10 mg de (net-CS)-g-NVCL injertado previamente seco, se sumergié en
10 mL de una disolucion acuosa de 5-FU con una concentracion de 0.016 mg/mL, la
cual se puso bajo agitacion magnética a 110 rpm.

Para monitorear la cantidad de fdrmaco cargado, después de cada determinado tiempo
se tomaron alicuotas de la disolucién (3mL) donde se sumergié el polimero. La muestra
fue filtrada con ayuda de membranas Millipore y se vertié en una celda para su analisis
mediante espectrofotometria UV-VIS, observando la disminucién en el pico de
absorbancia a los 266 nm, lo que indicaba el decremento de la concentracién de la
solucién. Cuando la absorbancia dejé de disminuir, los geles fueron filtrados y secados

mediante liofilizacién.

3.7.2. Liberacion de 5-FU

Para los geles nano- y macro- se realiz6 lo siguiente:

1)

La muestra previamente cargada con el farmaco fue pesada y se le afadieron 10 mL de
agua (grado Milli-Q).

Fueron puestos bajo agitacion magnética a 125 rpm en un bafio térmico a 37 °C.

Se tomaron alicuotas de ~2 mL y se monitoreé la liberacién del f&rmaco en el medio
mediante el incremento de la absorbancia medida a 266 nm hasta que esta fue

constante.
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4. Andlisis de Resultados

4.1. Sintesis de hidrogeles de CS

4.1.1. Mecanismo de formacién de la red de CS (net-CS)
Tanto para sistemas macro como nano, la reaccién que da lugar a la formacion de la red de CS
(que se denominara net-CS de ahora en adelante) se llevo a cabo de la misma forma, la cual se

describe a continuacion.

Como primer paso del procedimiento experimental, el entrecruzamiento se realiza al hacer
reaccionar al quitosano con el glutaraldehido, con lo que se obtiene el hidrogel ya que se
forman enlaces covalentes mediante la reaccidon de los grupos amino de la parte desacetilada
de la molécula de quitosano (que por conveniencia, sélo se muestra esa parte en el esquema)
con los grupos aldehido de la molécula de entrecruzante; debido a la estructura helicoidal del
CS, los enlaces imino deben presentarse dentro y fuera de la estructura como se aprecia en la

Figura 22. (Webster, Halling, & Grant, 2007)
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FIGURA 22. Formacion la red de CS al ser entrecruzado con GA (net-CS).
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En la Figura 23, se muestra el mecanismo detallado que da lugar a la formacién del hidrogel de
quitosano mediante la formacidon de una base de Schiff o imina (Singh et al., 2006). El
mecanismo se explica a continuacién: el primer paso identificado con la letra A. es el ataque
nucleofilico al carbono del grupo carbonilo del glutaraldehido; el segundo paso B.es la
protonacion del oxigeno del grupo carbonilo y la desprotonacion de la amina para dar lugar a
la carbonilamina; posteriormente C. el grupo hidroxilo formado se protona; después, el
siguiente paso D. es cuando el par de electrones del grupo amino forma un enlace, dando
lugar a la deshidratacion de la molécula; a esto le sigue la formacién de las estructuras
resonantes donde ser resalta el intermediario mayoritario (paso E.); finalmente, en el paso F.
ocurre la desprotonacion de la molécula para dar lugar a la imina o base de Schiff. Por
conveniencia, el mecanismo se muestra para un grupo aldehido de la molécula de GA, siendo

analogo el mecanismo de reaccién para el segundo grupo CHO.
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FIGURA 23. Mecanismo de formacion de una base de Schiff por el cual se obtiene la red de quitosano con

glutaraldehido (net-CS).
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4.1.2. Ventajas y desventajas de las redes obtenidas y eleccién de los

hidrogeles para ser preparados
Como se describié en el procedimiento experimental, se trabajé con diferentes métodos de
obtencién de sistemas de tamafio macroscépico y se varid la metodologia de sintesis de los

sistemas nano, por lo cual, hubo la necesidad de elegir un procedimiento.

En lo referente a los sistemas macro, las esferas obtenidas fueron de sintesis relativamente
sencilla; sin embargo, el problema fue controlar el flujo de la disolucién de quitosano, lo cual se
volvia mas dificil conforme la concentracion aumentaba debido a que la viscosidad del medio
también lo hacia, por lo que el diametro de las esferas podia variar dependiendo de la presién
gjercida sobre la aguja y era dificil determinar la cantidad de quitosano precisa que
reaccionaba. Aunado a esto, una vez que se desed caracterizarlas, se observd que sufrian una
deformacion permanente al momento de ser hinchadas y, por tanto, el comportamiento
reversible de los geles se vio afectado. Por este motivo, las esferas fueron descartadas para su
posterior utilizacion, lo que dio lugar a la busqueda de una nueva metodologia de sintesis de
geles macroscopicos; a pesar de esto, se muestran y se discuten las pruebas de caracterizacion
realizadas a este sistema cuyos resultados se muestran en el ANEXO Il. Por su parte, los
hidrogeles de CS entrecruzado en forma de peliculas presentaron una manipulacion mas
sencilla en su sintesis, donde el paso que determinaba que la superficie fuera lo mas
homogénea posible era tanto la estabilidad de la superficie donde residia la pelicula como la

velocidad de evaporacién del disolvente, por lo que ésta se realizaba de manera lenta.

Para los sistemas nano, se eligid el método de emulsién inversa ya que es posible obtener
tamafos de particula con dimensiones entre 100-300 nm (Yao, Li, Yao, & Yin (Editores), 2012).
Sin embargo, la literatura revisada no expresa explicitamente la cantidad de surfactante que
debe ser utilizado, haciendo solamente la observacion cualitativa de que la emulsion debe verse
transparente para que los geles alcancen el tamafio nanométrico deseado (Zhi, Wang, & Luo,
2005) (Pujana Arteche, Pérez-Alvarez, Cesteros Iturbe, & Katime, 2013) (Arteje Pujana, Pérez-
Alvarez, Cesteros Iturbe, & Katime, 2012);este dato es un factor determinante para la
reproducibilidad del experimento, por cual, se realizaron varias pruebas para encontrar la
cantidad de surfactante que brindara equilibrio termodindmico a la emulsiéon y permitiera
obtener tamafios de particula del orden nanométrico. En el presente trabajo se reportan

Unicamente tres variaciones del método de emulsidon inversa para la obtencién de los
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nanogeles, ya que fueron con los que se obtuvieron los resultados mas reproducibles. En todos
los casos, la relacion entre los componentes es 1:1:2.75, sin embargo, para el Método Il y Il la
relacién se maneja en masa, a diferencia del primero donde la relacién estd dada en volumen,
lo que facilitaba el trabajo con los reactivos que encontraban en estado liquido. EI mayor
inconveniente del Método Il era que la emulsién se rompia facilmente, tornandose turbia y
como consecuencia, el tamafo de particula era mas grande de lo esperado; por su parte, el
Método Il requeria una gran cantidad de surfactante, lo que dificultaba su purificacién
requiriendo un mayor nimero de lavados y mayor gasto de reactivos; finalmente, el Método |
fue el que resultd mas adecuado después de varias modificaciones. En este método se
cuantificd la cantidad de surfactante, mas alld de la simple observacion cualitativa, y se
obtuvieron tamafos de particula menores a 100 nm para todos los casos, razones por las que

se eligio para realizar la reaccion de injerto.

4.2. Sintesis del copolimero de injerto de NVCL sobre

hidrogeles de CS [(net-CS)-g-NVCL)]

4.2.1. Mecanismo de injerto
A continuacién se propone el mecanismo de reaccidon entre la NVCL y el CS cuando son

irradiados para dar lugar al injerto en los hidrogeles nano y macro.

El mecanismo por el que procede la reaccidon de injerto es por radicales libres. Es claro que en
la NVCL, los sitios reactivos se producen en el enlace vinilico lo que dara lugar a la

polimerizacion de la misma; la reaccion de homopolimerizacion de la NVCL se ilustra en la

Figura 24.
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FIGURA 24. . Reaccion de polimerizacion de la NVCL iniciada por radiaci6n gamma.

Por su parte, cuando el CS es irradiado, se espera que produzca sitios reactivos analogos a los
que se han encontrado en otros carbohidratos ya estudiados, donde todos los sitios C-H del

anillo de piranosa asi como el sustituyente -CH,OH estan involucrados en el proceso de
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formacion de radicales, con poca selectividad a los radicales reactivos como son los OH
(Gryczka et al, 2009). Estas especies primarias dan lugar a cetonas, aldehidos y grupos
carboxilicos en la estructura irradiada del CS, que son consecuencia de la inestabilidad térmica
de los radicales centrados en los carbonos Cy, C4 y Cs en el anillo. Estas especies también se
ven sometidas a escision B por debajo de la temperatura ambiente, lo que da lugar al
rompimiento del anillo (provocado por el radical situado en Cs) y la escision de cadena (debido
a los radicales centrados en C; y Cy), lo que provoca radicales reactivos secundarios y grupos

carbonilo.
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FIGURA 25. Mecanismo de radidlisis del CS en estado sélido. Adaptado de (Gryczkaet al., 2009).
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La Figura 25 ilustra los productos de degradaciéon del CS cuando es irradiado; sin embargo,
aungue en menor proporcién, y antes de que se dé lugar a los productos de descomposicion,
también se produciran radicales donde el mondémero de NVCL podria ser injertado, estos

posibles radicales pueden observarse en la Figura 26.
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FIGURA 26. Radicales primarios formados cuando el quitosano es expuesto a radiacion ionizante. Adaptado de

(Gryczka et al., 2009).

La figura anterior muestra tres radicales susceptibles a iniciar la reacciéon de injerto, con sitios
activos en Cy, Cs y Gg. En el presente trabajo se propone que el injerto se lleve a cabo mediante
el radical denominado como c., debido a que las cadenas poliméricas de NVCL se verian

impedidas estéricamente en los otros sitios del anillo de piranosa de la estructura del CS.

La Figura 27 muestra la estructura propuesta para el injerto de NVCL en el CS entrecruzado,
seflalando que el injerto es promovido desde el radical creado en el hidrogel hacia el
monodmero vinilico (grafting from o grafting hacia) e iniciando de esta manera la polimerizacion

de la NVCL.
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FIGURA 27. Reaccion de injerto de la NVCL y la red de CS.
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4.2.2. Estudio del efecto de la dosis en el porcentaje de injerto
Para evaluar el efecto de la dosis en el porcentaje de injerto, se irradiaron muestras en un
intervalo de dosis de 1-20 kGy, ya que se quiso favorecer el injerto sobre el efecto de
degradacién que sufre el CS a dosis altas de irradiaciéon (Pasanphan et al., 2010). La reaccion de
copolimerizaciéon de NVCL en el CS entrecruzadose llevé a cabo a una concentracion fija de CS,
pero se varié la concentracion del monémero (20, 30 y 50 % v/v en AcOH al 10 % v/v). Este
efecto se evaludé tanto en las peliculas como en los nanogeles de CS reticulados, lo cual se
observa en las Figuras 28 y 29. Las lineas marcadas en las graficas de Dosis contra %lnjerto
para los sistemas macro y nano son una guia al ojo del espectador y representan la tendencia

del comportamiento del injerto sobre los hidrogeles.

30 4

25 o

% Injerto

Dosis
(kGy)

FIGURA 28. Injerto de NVCL en macrogeles de CS en funcion de la dosis a diferentes concentraciones de NVCL.

Concentracion de CS: 2 % w/v; concentracion de NVCL: Il 20 % v/v; @ 30 % v/v; A50 % v/v.
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FIGURA 29. Injerto de NVCL en nanogeles de CS en funcion de la dosis a diferentes concentraciones de NVCL.

Concentracion de CS: 2 % w/v; concentracion de NVCL: Il 20 % v/v; @ 30 % v/v; A50 % v/v.

De las graficas presentadas (Figura 28 y 29), el resultado mas evidente es que la cantidad de
NVCL injertada fue mayor en los sistemas nanométricos, lo cual se puede explicar debido al
hecho de que las nanoparticulas reticuladas de (net-CS), poseen mayor area superficial que las
peliculas de (net-CS);; esto aumenta la probabilidad de que el mondmero reaccione con un
radical generado en la matriz polimérica de CS. También puede sefalarse que aunque a
mayores dosis se generan mayor cantidad de sitios reactivos, los porcentajes de injerto maximo

se alcanzaron con dosis bajas, debido al efecto de degradacion del CS.

Otro resultado importante es que para ambas escalas, el mayor porcentaje de injerto se obtuvo
cuando la mezcla de monodémero/disolvente se encontraba presente en un 30 % v/v
respectivamente, lo que puede deberse a que esta es la concentracion donde el monémero se
difunde facilmente en el sistema polimérico; es decir, la disolucibn monomérica no es tan
viscosa como para impedir que la NVCL entre en contacto con los radicales creados en el CS'y
no promueve grandes porcentajes de hompolimerizacién. Para los sistemas nanométricos, el
maximo porcentaje de injerto se obtuvo a la dosis de 15 kGy, mientras que para los sistemas
macro se los porcentajes de injerto se mantuvieron aproximadamente constantes entre las dosis

de 1-10 kGy.

También se observa un comportamiento similar en cuanto a la cantidad de monémero injertado
en la red para la concentracién mondmero/disolvente de 20 % v/v, obteniendo los porcentajes

maximos a las dosis mas bajas y disminuyendo al aumentar la dosis.
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Cuando el injerto se llevd a cabo en el sistema macro y el mondmero estuvo presente al 50 %
v/v, es posible apreciar que el injerto en los geles de CS fue menor al obtenido con las otras
dos concentraciones y se mantuvo practicamente constante, lo que puede atribuir a que a
mayor concentracion del mondmero, existe un aumento en la viscosidad en el medio de

reaccion, lo cual favorecio la formacién de mayores cantidades de homopolimero.

Por las caracteristicas del experimento, el analisis del efecto de la dosis en el porcentaje de
injerto puede ser deducido a partir de los resultados presentados, donde la concentraciéon con
la que se obtienen los mayores porcentajes de injerto es 30 % v/v de NVCL/AcOH para macro-
y nano- geles, y los menores con una concentraciéon de 50 % v/v de mondémero debido a que

la viscosidad del medio se incrementa, dificultando la reaccién de injerto en la matriz de net-CS.

4.2.3. Espectroscopia FT-IR
Para verificar que la sintesis de los hidrogeles y la incorporacién de la NVCL se llevd realmente
a cabo en los mismos, se utiliz6 el andlisis de espectroscopia IR para identificar los grupos

presentes en la estructura.

En la Figura 30 se identifican los espectros infrarrojos como se enuncia a continuacién: con la
letra A. se distingue el CS puro, B. net-CS, C. PNVCL, D. nanoparticulas de (net-CS),-g-NVCL y E.
peliculas de (net-CS)e-g-NVCL.

Para el CS se observan bandas en 3356 y 3291 cm™ que corresponde a los estiramientos del
grupo N-H y O-H; en 2918 cm™ y 2869 cm' se muestran las bandas del estiramiento del enlace
C-H; en 1647 cm™™ se muestra el estiramiento del enlace carbonilo C=0 de la parte acetilatada
de la molécula y finalmente en 1592 cm™ puede observarse tanto la torsion de la amina
primaria y el estiramiento asimétrico del enlace C-N (Hoffmann et al.,, 2009). Cuando el CS fue
entrecruzado se puede observar una sola banda de absorcién en 3289 cm™' correspondiente al
estiramiento del enlace O-H; también se observa un pequefio corrimiento a 1643 cm™ de la
banda correspondiente al C=0 de los grupos acetamida remanentes en el CS, asi como la
aparicién de la banda en 1566 cm, que muestra la formacién de los grupos iminio C=N,
debido a la reaccidon de entrecruzamiento. (Singh et al, 2006; Li & Bai, 2005; Maza Mejia &
Jacinto Hernandez, 2007) En el espectro de la PNVCL se distinguen las bandas en 3263 c¢cm™'

correspondiente al estiramiento del enlace N-H; en 2923 cm™ y 2854 cm™' los estiramientos C-
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H; en 1629 cm™ la banda caracteristica del enlace carbonilo C=0 y en 1479 cm™ la vibracion de

estiramiento del carbono préximo al nitrégeno en el anillo de la caprolactama C-N.

Los sistemas (net-CS)-g-NVCL muestran una banda de absorcion en 3286 cm™ y 3285 cm!
(nano y macro, respectivamente), regiéon perteneciente a los estiramientos de los enlaces O-H y
de las aminas; se identifican también los estiramientos de los enlaces C-H desplazados a 2930
cm™ y 2874 cm™ para las nanoparticulas, asi como a 2963 cm™ y 2874 cm™ en las peliculas
reticuladas injertadas macro; por ultimo, también se observan las bandas del grupo C=0O
presentes tanto en la parte acetilada remanente del CS, como a la incorporacién de la NVCL en

los nanogeles a 1641 cm™ y 1638 cm™' en los sistemas macro.
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FIGURA 30. Espectro infrarrojo de: A. CS; B. net-CS; C. PNVCL; D. (net-CS)-g-NVCL escala nano; E. (net-CS)-g-NVCL

escala macro.
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4.3, Caracterizacion

4.3.1. Determinacion del tamafio de las nanoparticulas de (net-CS),-g-

NVCL mediante DLS

A continuacién se presentan los resultados obtenidos por la técnica de Dispersion Dindmica de
Luz (DLS) donde el valor reportado corresponde al tamafio de los nanogeles en su estado

hinchado.

Para entender mejor los valores que se presentan, debe tomarse en cuenta que el equipo por si
mismo reporta tres distribuciones de tamafio de particula: intensidad, nimero y volumen. La
primera distribucion muestra el resultado de la luz dispersada por las particulas, por lo que
refleja el valor méas cercano al tamafo real de la particula (didmetro hidrodindmico de la
particula); si la muestra medida no fue bien preparada y presenta agregados o contaminantes
tales como polvo, el resultado serd una distribucién con tamafios de particula muy grande y no
el valor real de las particulas suspendidas. Ahora bien, si se cuenta con varios tamafios de
particula, es natural preguntarse qué cantidad se ha obtenido de cada uno, lo que puede
saberse por medio del analisis de las distribuciones en volumen (la mas utilizada) o en nimero;
es decir, son distribucién en masa de las particulas analizadas y muestran de forma aproximada
la cantidad presente de cada tamafo de particula en la muestra. Por estas razones a
continuacion se mostrara el tamafo (nm) de las particulas provenientes de la distribucién en

intensidad y el porcentaje presente de cada uno derivado de la distribucién en volumen.

4.3.1.1. Resultados del Método |
Los resultados de tamafio de particula determinado por la técnica de DLS se muestran en la

Tabla 3.
Tabla 3. Resultados del tamaiio de particula medidos por DLS para el Método I.

Tamano | Desviaciéon Estandar

Sistema (am) (nm) % Masico
Emulsion 8.4 1.1 97.6
cs 72.3 9.2 2.4
Emulsion 33.1 8.6 99.6
GA 907.0 134.5 0.4
net-CS 34.8 7.6 95.4
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205.8 38.1 4.6
net-CS-g-NVCL
(12 %9)

189 38.5 -

Tomando en cuenta los tamafios de la distribucién de intensidad y los porcentajes masicos
reportados, se asegura que las particulas sintetizadas se encontraron por debajo de los 200 nm

(>95%).

En cuanto al tamafio de las nanoparticulas reticuladas e injertadas, el valor es mayor debido a
que una vez que hubieron sido purificados después del proceso de injerto, los nanogeles
tuvieron que haber sido secados y posteriormente secados para medir el tamafio de particula,
por lo que pudieron formarse agregados de particulas o estas no fueron re-dispersadas

apropiadamente; aun asi, el tamafio es menor a 200 nm.

4.3.2. Estudios de hinchamiento

4.3.2.1. Determinacion del hinchamiento limite
Para conocer los valores de pH y temperatura critica, se realizé6 primero el estudio de
hinchamiento limite en agua, lo que mostré que los hidrogeles de CS experimentaron cambios
en su capacidad de hinchamiento conforme el porcentaje de NVCL injertado aumentaba. Este

valor se utilizé como referencia para determinar el valor del pH y temperatura critica.

En la Figura 31 se puede observar claramente que debido al injerto de NVCL en las peliculas
del hidrogel de CS, el sistema tarda mas en alcanzar su valor de hinchamiento limite, lo cual
puede deberse a que las cadenas del polimero injertado en el hidrogel dificultan la difusion del
agua en el sistema. Los tiempos de hinchamiento aumentan considerablemente de 20 minutos
para el hidrogel de CS a 1 h 40 min para los sistemas con un injerto entre 9-12%, y 2 h 30 min
para sistemas con 20 % de injerto; la cantidad de agua que los sistemas retienen también es
menor conforme la cantidad de NVCL injertada fue mayor. Las lineas representan una guia al
ojo del espectador respecto al comportamiento que siguieron los hidrogeles nano y macro

respecto al tiempo de hinchamiento limite.
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FIGURA 31. Determinacion del hinchamiento limite en agua destilada de los sistemas macro con diferente

porcentaje de injerto: Ml (net-CS),-g-NVCL9 %; @ (net-CS)e-g-NVCL 12 %; V¥ (net-CS)e-g-NVCL 20 %; A (net-CS)e.

En cuanto a los sistemas de nanoparticulas, la Figura 32 muestra que, aunque en primera
instancia el tiempo de hinchamiento limite también es mayor si el sistema esta injertado, el
comportamiento es distinto, observandose que el tiempo es mas largo a menores porcentajes

de injerto (30 min para un injerto de 10% y 10 min para un injerto de 17 %).

Las graficas muestran que los sistemas macro retienen una menor cantidad de agua que los
nano, y que estos ultimos llegan al hinchamiento limite en un tiempo mucho mas corto que los
sistemas macro de (net-CS)i-g- . Es posible que esto se deba a la organizacion de las cadenas
injertadas en los hidrogeles, y debido a que la forma de los poros es distinta, las

macromoléculas de NVCL injertadas deben acomodarse de manera distinta.
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FIGURA 32. Determinacion del hinchamiento limite en agua de las nanoparticulas con diferente porcentaje de

injerto: @ (net-CS),-g-NVCL 10 %g; A (net-CS),-g-NVCL 12 %g; ¥ (net-CS),-g-NVCL 17 %g; B (net-CS),.

4.3.2.2. Determinacion del pH critico
Para conocer el pH critico de los sistemas obtenidos, se sumergieron las muestras en soluciones
buffer de fosfatos con valores de pH conocidos (2-11) durante al menos el tiempo de
hinchamiento limite en agua (como referencia). Se seleccionaron muestras de nanoparticulas y
peliculas de (net-CS)-g-NVCL que poseyeran porcentajes de injerto similares, para poder hacer

una comparacion de la respuesta del hidrogel ante el cambio de pH del medio.

Como se sabe, el valor de pH critico se determina cuando el polimero experimenta
drasticamente un cambio de comportamiento de un estado hinchado a un estado colapsado
debido a la carga neta que este adquiere; es decir, un polimero que se encuentra hinchado a
bajos valores de pH lo hace debido a que posee grupos ionizables —por ejemplo, las aminas
que son protonadas en medio acido- y se colapsa conforme el medio cambia a un valor mas
béasico -las aminas se encontrarian entonces desprotonadas-. En el caso del CS, su respuesta al
pH se debe principalmente a que en su estructura posee grupos amino, por lo que su pH de

respuesta depende del peso molecular y del grado de desacetilacién (Dimitriu, 2002). Para los

Analisis de Resultados

68



hidrogeles reticulados con los que se trabajé, la cantidad de grupos amino disponibles
disminuye debido a que el grupo amino del CS reacciona con el grupo aldehido para formar la
base de Schiff como se describié anteriormente, por lo que el valor del pH critico dependera de
lo reticulado del hidrogel. Para ambas gréficas, las lineas representan una guia al ojo del
espectador respecto al comportamiento que siguieron los hidrogeles macro y nano al ser

sumergidos durante tiempo de hinchamiento limite en soluciones con diferente valor de pH.
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FIGURA 33. Determinacion del pH critico de los macrogeles con diferente porcentaje de injerto: Bl (net-CS)r; @

(net-CS)e-g-NVCL 12 %g; A (net-CS)e-g-NVCL 20 %g. (T= 20 °C)

En las peliculas injertadas (ver Figura 33) el valor de pH. obtenido para el hidrogel no injertado
fue de 4.25, y para los sistemas injertados se nota un ligero corrimiento del valor hacia valores
ligeramente mas basicos, siendo 4.75 para hidrogeles con 12 % injerto y 4.5 para las peliculas

con 20 % injerto.

Los valores de pH critico obtenidos para los nanogeles (ver Figura 34) fueron mas acidos en
todos los casos y, de nueva cuenta, el valor de pH critico mas bajo se obtuvo para las

nanoparticulas no injertadas.
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FIGURA 34. Determinacion del pH critico de las nanoparticulas variando el porcentaje de injerto: H

(net-CS),; @ (net-CS),-g-NVCL 12 %g; A (net-CS),-g-NVCL 17 %g. (T= 20 °C)

4.3.2.3. Determinacion de la LCST
La temperatura critica se determindé sumergiendo las muestras en agua destilada, durante el
tiempo de hinchamiento limite. Las siguientes figuras muestran el cambio de caracter de
hidrofilico a hidrofébico conforme la temperatura es incrementada. Este comportamiento se
debe a las cadenas injertadas de NVCL en el hidrogel, por lo que solamente fueron objeto de
estudio de este experimento los hidrogeles injertados. El intervalo de temperatura en que se ha
reportado esta respuesta es alrededor de 32 — 34°C (Cortez-Lemus & Licea-Claverie, 2015 en
prensa). Las lineas representan una guia al ojo del espectador respecto al comportamiento que
siguieron los hidrogeles nano y macro al ser sometidos al experimento de la determinacién de

la LCST.
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FIGURA 35. Determinacion de la LCST de los sistemas macro variando el porcentaje de injerto: @ (net-CS)¢-g-

NVCL 10 %g; A (net-CS)e-g-NVCL 20 %g.

En los macrogeles se observa que a mayor porcentaje de injerto, la temperatura critica
disminuye (Figura 35). Los valores encontrados fueron 32 °C para una pelicula con 10 % y
30.4°C para un sistema con 20 %. Para las nanoparticulas injertadas, los resultados se muestran
en la Figura 36 y se observa que se obtuvo un comportamiento similar, ya que un sistema con
12% presenta una LCST en 32.9 °C mientras que uno con 25 % tiene una respuesta en 30.9 °C;
este comportamiento podria explicarse si se toma en cuenta que a mayor cantidad de NVCL, la
hidofobicidad del sistema aumenta, desplazdndose la temperatura critica hacia valores menores
debido a que la contribucion de la cadena hidrocarbonada del monémero injertado es mayor

que la contribucién del polar de la caprolactama que confiere la hidrofilicidad al sistema.
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FIGURA 36. Determinacién de la temperatura critica de las nanoparticulas con porcentaje de injerto: @ (net-CS),-

g-NVCL 12 %g; ¥ (net-CS),-g-NVCL 25 %g.

4.3.3. Analisis termogravimétrico
El estudio de TGA mostré la estabilidad térmica de los sistemas sintetizados y al mismo tiempo

fue util para confirmar el injerto de la NVCL en los hidrogeles irradiados.

La Figura 37 muestra las curvas termogravimétricas de: a. CS, donde lo primero se apreciar es la
pérdida de agua, seguido por una destacada caida que, muestra la desacetilacion vy
depolimerizacién segun la literatura (de Britto & Capana-Filho, 2007), proceso que
practicamente se produce en un solo paso; la curva b. muestra el comportamiento frente a la
temperatura de (net-CS), esta curva muestra estabilidad térmica de la red hasta los 233.8 °C,
donde el hidrogel se descompone; en tanto, c. corresponde a la PNVCL donde se puede ver
una caida inicial debida a la pérdida de agua y una segunda caida en 410.8 °C que se debe a la
descomposicién por depolimerizacion de la PNVCL; la curva d. por su parte muestra que el
copolimero de injerto (net-CS)e-g-NVCL en pelicula, se descompone mas rapidamente sufriendo
una pérdida dramatica en peso a 227 °C y una segunda pérdida a 401 °C, que confirma la
presencia de la NVCL; finalmente, e. es la curva de degradacién térmica de (net-CS),-g-NVCL a
nivel nano, donde se pierde en primera instancia la humedad presente en el sistema vy

posteriormente la descomposicion del sistema en dos pasos, primero la del CS vy
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posteriormente la de la NVCL injertada, de manera similar a lo que ocurre en los sistemas

macro.
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FIGURA 37. Termogramas de los sistemas estudiados: a. CS; b. net-CS; c. PNVCL; d. (net-CS)-g-NVCL macro; e.
(net-CS),-g-NVCL nano.

A continuacion se muestran las temperaturas de las caidas obtenidas de los puntos de inflexién
de las curvas (Ty), la que marca la pérdida del 10% del peso inicial de la muestra y el porcentaje

de muestra residual a 600 °C de los sistemas.

Tabla 4. Temperaturas de degradacion caracteristicas de los sistemas obtenidos.

Tio%
. T4 %Residuo
Sistema (OC) pérdida peso
@600°C
(°0)
(&) 293.9 270.8 24.7
PNVCL 227.6 236.2 2.3
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4399
net-CS 264.5 2504 55.5
(net-CS)-g-NVCL 227.7
227.9 27.0
21 %g Macro 425.3
(net-CS)-g-NVCL 270.6
232.6 39.7
26 %g Nano 416.6

4.3.4. Microscopia Electrénica de Barrido
Se realizaron micrografias a las peliculas de CS reticulado para saber si su superficie se
modificaba al injertar la NVCL. La Figura 38 muestra las micrografias para las peliculas

injertadas, puede notarse que el injerto modifica muy ligeramente la superficie de éstas.

a.

FIGURA 38. Imagenes SEM de los macrogeles de quitosano. a. net-CS. b. (net-CS)-g-NVCL 8.5 %g.

FIGURA 39. Imagenes SEM de nanogeles de quitosano. a. net-CS. b.(net-CS),-g-NVCL 15 %g.
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Las micrografias de los nanogeles (Figura 39) fueron no proporcionaron suficiente
informacion, por tanto, se decidié analizar los nanogeles por la técnica de AFM, debido a
que esta brinda informacion sobre la morfologia de las muestras cuando forma agregados
y nos permite medir el tamafio de particula de la muestra en seco; los macrogeles no
pueden ser analizados por esta técnica debido a que pueden romper las puntas con las
que se realiza el estudio, por lo que para analizar la superficie de estos se decidi6 utilizar
Microscopia laser confocal, la cual nos brindé mas informacién sobre la rugosidad de los

macrogeles una vez que la NVCL es injertada en las peliculas (netCS).

4.3.5. Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

A) B)

pm
nm

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

FIGURA 40. Micrografias de AFM de los nanogeles sintetizados. A) net-CS; b) (net-CS)-g-NVCL 12.5 %g.

Las lineas transversales son ruido.

Como se mencioné anteriormente, las imagenes de SEM mostraron que los nanogeles se
agrupan y forman agregados, se decidié conocer su morfologia con la técnica de AFM. La
Figura 40 revel6 un tamafio de particula mas cercano al que tienen los geles en condiciones
secas. Después de haber fijado las particulas a una ld&mina de vidrio con pasta de plata, se

procedid a realizar el experimento. La escala de altura en ambas imagenes de 100 nm.

Las micrografias mostraron que para los nanogeles sin injertar (net-CS) el tamafo de particula
promedio fue de 65.0+15.9 nm y para los nanogeles injertados (net-CS)-g-NVCL el tamafio se

reduce a 37.1+£6.9 nm. La reduccion del tamafio de particula puede ser atribuida al efecto de la
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radiacion en los nanogeles, es decir a la degradacién que pudo haber sufrido el hidrogel

disolviéndose en los lavados posteriores al injerto.

4.3.6. Microscopia laser confocal
Debido a que las imagenes de SEM proporcionaron poca informacion sobre la homogeneidad
de la superficie de las peliculas y la forma en cédmo se encuentra injertada la NVCL, se
realizaron pruebas de microscopia laser confocal. Las siguientes imagenes (Figura 36) muestran
una pequefa parte de la superficie de las peliculas injertadas con diferente amplificacién.
Mediante esta técnica es claro ver que se llevd a cabo con éxito el injerto de la NVCL sobre la
pelicula debido al cambio de homogeneidad que sufre su superficie, pues se observa mayor
heterogeneidad como lo confirma el perfil transversal que se tomdé del material y que se

muestra en la parte inferior en (C. y D.) de la Figura 41.

[J Area de estudio 256 pm

[ Area de estudio 256 pm

] Area de estudio 16 pm

FIGURA 41. Imagenes 3D de las microscopias laser confocal de las peliculas de la red de quitosano. a. y c.net-CS;
b. y d.(net-CS)-g-NVCL con 8.5% de injerto. En la parte inferior de c. y d. se muestra un perfil transversal de la

superficie de las peliculas.
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4.4, Ensayos de carga y liberacion de 5-FU

Los sistemas sintetizados fueron diseflados para su potencial uso como posibles agentes
acarreadores de farmacos de forma que el material presentara las ventajas de ser
biodegradable, no téxico y la liberacién se llevara a cabo de forma controlada y bajo
parametros especificos (a cierto valor de pH y determinada temperatura). La estructura de la
matriz polimérica (un polimero catidnico) y la incorporacién de la NVCL en el sistema, sugieren
que puede haber interacciones electrostaticas, por puentes de hidrogeno y/o idnicas que
permitan retener farmacos en los sistemas mediante estas interacciones. Por su parte, la cesidon
del farmaco estard controlada basicamente gracias a sus propiedades estimulo sensibles, por lo

que esta sera localizada y controlada.

Las nanoparticulas sintetizadas son sistemas de particular interés ya que se sabe que los
capilares sanguineos mas pequefios rondan los 4 um, por lo que los sistemas podrian ser
inyectados de forma intravenosa, facilitando y acelerando el transporte del farmaco, aunque
también cabe la posibilidad de ser administrados por vias subcutanea e intramuscular,
disminuyendo la irritacion en el sitio de la inyeccion, protegiendo al farmaco de la degradacién
enzimatica (Tiyaboonchai, 2003). Por su parte, las peliculas y membranas de ciertos hidrogeles
han sido ampliamente utilizadas en la liberacién transdérmica de farmacos (Yao, Li, Yao, & Yin

(Editores), 2012).

El 5-FU es un anticancerigeno muy utilizado en la terapia contra esta enfermedad. Puede ser
utilizado en diversos tipos de cancer como son el de mama, es6fago, estébmago, piel, colon y
recto. Para el caso de cancer de piel, frecuentemente se administra de forma tépica, mientras
que en los demas casos puede introducirse en el organismo por una inyeccion del
medicamento disuelto. Dicho lo anterior, para el caso del cancer de piel, las peliculas de CS
podrian ser utilizadas en la queratosis actinica (lesiones cutaneas provocadas por la exposicion
al sol en su mayoria) y los nanogeles como soluciones intravenosas. Con base en lo anterior, se

procedid a los ensayos de carga y cesion de farmaco.

Analisis de Resultados

77



Sistemas
cargados

Liberacion
del
farmaco

Peliculas

Nanopartictilas

== net-CS

P oates B

° 5-FU
MAAAAL PNVCL

FIGURA 42. Representacion esquematica de la carga y liberacion del 5-FU en los sistemas sintetizados.

La Figura 42 esquematiza la posible forma de interaccion entre los hidrogeles en ambas escalas

y el farmaco 5-FU.
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4.4.1. Carga de 5-FU

La carga del 5-FU en los hidrogeles en ambas escalas se realizé sumergiendo una muestra del
hidrogel en una cantidad conocida de disolucién del f&rmaco (experimento que se llevé a cabo
por triplicado) y con un blanco negativo del sistema como referencia. Con el fin de analizar si el
porcentaje de injerto de NVCL influia en la cantidad y velocidad de carga, en los sistemas

macro se tomo un gel con 10 y 20% de injerto.
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FIGURA 43. Perfil de carga de 5-FU en los macrogeles con: @ (net-CS)e-g-NVCL 10%g; A (net-CS)-g-NVCL 20 %
g.

La Figura 43 muestra el perfil de carga de 5-FU cuantificado mediante espectroscopia UV-VIS
para los macrogeles de (net-CS)i-g-NVCL. Puede verse que para se retiene aproximadamente la
misma cantidad de farmaco en los sistemas sin importar la cantidad de injerto, por lo que los
porcentajes reportados no muestran un cambio significativo en la cantidad de retencion del 5-
FU ni en el tiempo total de carga. Las muestras fueron retiradas del experimento de carga

después de 24 horas.
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En lo que corresponde a las nanoparticulas de CS injertadas (Figura 44), como podian sugerir
los valores de hinchamiento limite, la carga se concluye en un tercio del tiempo en que lo
efectian las peliculas macro. El efecto de la cantidad de mondmero injertado respecto a la
cantidad de fdrmaco cargado y el tiempo en que se alcanza este maximo es menor comparado
con el caso de las peliculas de netCS (8 h contra 24 h). No obstante, el comportamiento
muestra que tampoco hay un cambio notable en la cantidad de farmaco retenido en el
sistema, por lo que puede concluirse que la cantidad de NVCL injertada en los sistemas en

cualquiera de las escalas no hace alguna diferencia.
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FIGURA 44. Perfil de carga de las nanoparticulas de CS con diferentes porcentajes de injerto. @ (net-CS).,-g-NVCL
12 % g; A (net-CS),-g-NVCL 17 % g.
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4.4.72. Liberacion de 5-FU
La liberacién del 5-FU procedié después de que los geles (en todos los casos) fueron retirados
de la disolucién con farmaco y posteriormente secados por liofilizaciéon. Las muestras cargadas
con 5-FU fueron colocadas en frascos ambar con agua grado milli-Q con pH 6.2, a 36 °C; se
monitored la liberacion del farmaco mediante espectroscopia UV-Vis (A=266 nm) y se cuantificd

la cantidad de farmaco liberado en el medio. A continuacion se muestran los resultados

obtenidos.
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FIGURA 45. Perfil de liberacion del farmaco 5-FU de las peliculas de CS (macrogeles) con distinto porcentaje de

injerto: @ (net-CS)e-g-NVCL 10 % g; A (net-CS)-g-NVCL 20 % g.

Las peliculas de (net-CS);-g-NVCL muestran una liberacidén prolongada del farmaco, debido a
que el tiempo es mucho mayor a las 8 horas necesarias para que un sistema entre en esta
clasificacion, alcanzando su maximo a las 48 h. La Figura 45 también muestra que la cantidad
de farmaco liberado es mayor en peliculas con mayor porcentaje de injerto (20 %g) y se
observa que el porcentaje de farmaco liberado es mayor del 90%del cargado. Asimismo, la
cantidad de farmaco para los macro (net-CS)i-g-NVCL con 10 %g fue solamente del 40%, esto

podria explicarse debido probablemente a que a mayor cantidad de NVCL injertada; o sea que
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existe una mayor facilidad para liberar el farmaco porque el 5-FU no penetra tan

profundamente en la matriz.
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FIGURA 46. Perfil de liberacion del farmaco 5-FU en nanogeles de (net-CS),-g-NVCL con A17 % g.

Para los nanogeles de CS injertados (net-CS),-g-NVCL con 17% de NVCL (Figura 46) se observa
una notable diferencia en el tiempo de liberacién, donde este es practicamente alcanzado al
cabo de una hora, lo que tiene sustento en la rapida respuesta de hinchamiento. La cantidad de
farmaco liberado es del 40% del retenido, debido probablemente al tamafo y forma de poro
que se tiene en los geles de tipo nanométrico. Podria concluirse que en poros de menor

tamafo, la liberacién del 5-FU es maés dificil.
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5. CONCLUSIONES

Los hidrogeles de CS entrecruzados fueron injertados con NVCL mediante radiacibn gamma por
el método directo, de manera que se obtuvieron porcentajes de injerto de 5-22% para las

peliculas (macrogeles) y de 4-33% para las nanoparticulas (nanogeles).

Los sistemas sintetizados presentaron tanto respuesta al pH, cuyos valores se encontraron en
valores acidos (4-4.7), como a la temperatura, con valores entre los 30-33 °C, por lo que son

considerados sistemas estimulo-sensibles.

La cinética de carga de los macrogeles de (net-CS)-g-NVCL mostré que la cantidad maxima de
farmaco 5-FU absorbida fue de 2 mg/g, mientras que para los nanogeles (net-CS),-g-NVCL se

absorbié un maximo de 4 mg/g.

La liberacién de 5-FU se llevd a cabo a una temperatura de 36.°C y pH de 6, y se observd que
los macrogeles alcanzaron un maximo de liberacién del fdrmaco hasta 48 h después de haber

iniciado el experimento. Por otro lado, las nanoparticulas liberaron el farmaco en 1 h.

Los porcentajes de injerto obtenidos en las nanoparticulas fueron mayores debido a la cantidad
de area disponible para el injerto, la cual es mucho mayor en los nanogeles que la disponible

en las peliculas de macrogeles (area macro<<area nano).

El tiempo de respuesta respecto al hinchamiento limite, y la cantidad de farmaco cargado y
liberado en los sistemas macro fue diferente al de las nanoparticulas de (net-CS)-g-NVCL (2
contra 4 mg/g, respectivamente), debido a la influencia del tamafo de tamafo de poro y area

disponible en los nanogeles.

Los tamafos de particula obtenidos para los nanogeles de (net-CS),-g-NVCL por medio de DLS
(<200 nm) sugieren que estos podrian ser utilizados como acarreadores de farmacos ya que
son mucho menores que los vasos capilares sanguineos. El tamafio de las nanoparticulas en

estado seco se determind por medio del analisis de AFM.

Los ensayos de carga y cesién de farmaco fueron una prueba de que los sistemas
efectivamente poseen la capacidad de retener y liberar farmacos y abren la posibilidad de
experimentar con otros medicamentos de los cuales se pueda retener una mayor cantidad del

mismo en el sistema.
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Calculo y ajuste de la curva de calibracién de 5-FU en agua

Absorbancia

Tabla 5. Analisis estadistico de los datos para el ajuste de la curva de 5-fu en disolucién agua.
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FIGURA 47. Curva de calibracién del 5-FU en agua.

1
0,021

Stock

Concentracion Absorbancia cv FR FR %Recuperacion
(mg / mL)
X; Y i Y Xi-ajust Xi-ajust
X;

0.0180 0.9383 0.9402 0.1930 52.1278 52.2352 0.0178 0.0178 99.0099
0.9419 52.3278 0.0179
0.9405 52.2500 0.0178

0.0162 0.8688 0.8601 0.8845 53.6296 53.0926 0.0165 0.0163 100.5829
0.8568 52.8889 0.0162
0.8601 52.7593 0.0162

0.0144 0.7732 0.7718 0.3067 53.6944 53.5995 0.0146 0.0146 101.4726
0.7732 53.6944 0.0146
0.7691 53.4097 0.0146

0.0126 0.6728 0.6707 0.5510 53.3968 53.2275 0.0127 0.0127 100.6651
0.6728 53.3968 0.0127
0.6664 52.8889 0.0126
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4 0.0108
5 0.0090
6 0.0072
7 0.0054
8 0.0036
9 0.0018

0.5740
0.562
0.5738
0.4849
0.4723
0.4808
0.3924
0.3745
0.3846
0.2984
0.2862
0.2903
0.2018
0.1892
0.1981
0.0977
0.0928
0.1022

0.5699

0.4793

0.3838

0.2916

0.1964

0.0976

1.2056

1.3408

2.3381

2.1288

3.2981

4.82

53.1481
52.0370
53.1296
53.8778
52.4778
53.4222
54.5000
52.0139
53.4167
55.2593
53.0000
53.7593
56.0556
52.5556
55.0278
54.2778
51.5556
56.7778

52.7716

53.2593

53.3102

54.0062

54.5463

54.2037

0.0108
0.0106
0.0108
0.0091
0.0089
0.0091
0.0074
0.0070
0.0072
0.0056
0.0054
0.0054
0.0037
0.0035
0.0037
0.0018
0.0017
0.0018

0.0108

0.0090

0.0072

0.0055

0.0036

0.0018

99.6649

100.4106

100.2320

101.0993

101.2100

97.8009

CV = Coeficiente de Variaciéon; FR =

Factor de Respuesta.
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ANEXO 1l

Resultados del Método I

Para los sistemas obtenidos con este método se obtuvieron los siguientes tamafios de particula

con la técnica de DLS:
Tabla 6. Resultados del tamafio de particula medido por DLS para el Método II.

Tamano | Desviacion Estandar

Sistema % Masico
(hm) (hm)
Emulsién
632.4 98.2 100
Ccs
Emulsién 134 1.0 99.2
GA 70.9 14.3 0.8
34.1 - -
net-CS
161 - -

De los resultados anteriores se puede deducir que al entrecruzar las particulas de CS, se reduce

el tamafio de particula considerablemente.

Resultados del Método Il

En este método se midid el tamafio de particula después de haber precipitado las

nanoparticulas y posteriormente haberlas redispersado como se explica a continuacién.

Una vez que los nanogeles fueron obtenidos, se redispersaron en agua y por separado en una
disolucion acuosa de AcOH 10 % v/v para ser analizadas por la técnica de DLS, por lo que
primero se verificé por efecto Tyndall con un lédser de He-Ne que la muestra estuviera
redispersa en el disolvente (ver Figura 48). Con este analisis previo se decidié medir el tamafio
de particula en AcOH como medio, ya que aunque algunos agregados precipitaban, suficiente

cantidad de muestra se encontraba dispersa. Los resultados se reportan la Tabla 7.
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FIGURA 48. Efecto Tyndall de: a) net-CS dispersado en agua; b) (net-CS)-g-NVCL con 5% de injerto de NVCL
dispersado en agua; c) net-CS dispersado en AcOH al 10 % v/v; d) (net-CS)-g-NVCL con 5% de injerto de NVCL
dispersado en AcOH al 10% v/v.

Tabla 7. Resultados del tamaiio de particula medido por DLS para el Método IIl.

Distribucion de Tamaiio
de Particula en Namero
Sistema
Tamano
(nm)
net-CS 132
net-CS)-g-
( )-9 130
NVCL

Caracterizacion de las esferas de (net-CS),

Microscopia Optica
Se sintetizaron esferas de hidrogles entrecruzados y se vari6 la concentracion de CS
manteniendo constante la cantidad de entrecruzante. La morfologia de la susperficie se pudo

apreciar por medio de Microscopia éptica.

La Figura 49 muestra que la homogeneidad de la superficie es mayor para las esferas con
menor concentracion de CS, haciéndola mucho mas rugosa para los hidrogeles con 5% w/v de

concentracién de CS.

- ANEXO Il



Scale bar = 200 ymc Scale bar = 200 pmc

Scale bar = 20 ymco Scale bar = 20

FIGURA 49. Imagenes del microscopio dptico de los macrogeles de CS. Las imagenes a. y b. corresponden a geles
tomadas con una lente objetivo de 5X (5 y 3% w/v de CS respectivamente); mientras que c. y d. fueron tomadas

con una lente objetivo de 50X (5 y 3% w/v de CS respectivamente).

Microscopia Laser Confocal
Otra vista de los geles a escala macroscopica se obtuvo con esta técnica de microscopia, con la
cual se pudo apreciar la superficie en 3D de los mismos. Con esta técnica se pudo confirmar

que los geles con mayor concentracion de CS poseen una mayor rugosidad y menor

heterogeneidad de su superficie.
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Scan area = 256 ymo

Scan area =16 ymo Scan area =16 pymo

FIGURA 50. Imagenes de microscopia laser confocal tomadas a macrogeles de CS: a. y c. net-CS concentraciéon de

CS 5% w/v; b. y d- net-CS concentracion de CS 3% w/v

Microscopia Electronica de Barrido y Microscopia de Fuerza Atomica

Las técnicas anteriores mostraban la topologia de los geles a macroescala, en cambio, por SEM
y AFM se muestran desde la persperctiva a nanoescala. Debido a que las pruebas fueron
llevadas a cabo en el estado colapsado y no hinchado, no fue posible observar los poros o el
tamafio de los mismos; sin embargo, se confirma que para geles con mayor concentracién de
CS, se tiene una superficie mas heterogénea y rugosa, lo cual se presenta a escala macrométrica

y nanomeétrica.
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FIGURA 51. Imagenes de microscopia electrénica de barrido tomadas a macrogeles de CS. a. net-CS con

concentracion de CS 5% w/v; b. net-CS con concentraciéon de CS 3%w/v.

10

pm

-10

FIGURA 52. Imagenes de Microscopia Fuerza Atdmica tomadas a macrogeles de CS. . a. net-CS con concentracion

de CS 5% w/v; b. net-CS con concentracion de CS 3%w/v.
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