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Resumen

A partir de la quitina es obtenido el quitosano, un polimero que posee propiedades
de gran interés para el area farmacéutica, por ejemplo, ser biodegradable,
biocompatible, bioadhesivo y antimicrobiano [1], [2]. El quitosano (QS) ha cobrado
gran interés por su uso en la fabricacion de micro/nanoparticulas mediante la técnica
de gelificacién iénica. A pesar de esto actualmente la utilizacién del quitosano en
sistemas de liberacion controlada en muy baja, a que la técnica, aunque es sencilla,
involucra muchas variables del proceso, y su influencia sobre el tamafio de particula
e idice de polidispersiéon (PDI), variables de gran importancia en sistemas
multiparticulados, no esta establecido del todo. Por tal motivo se realizd una
evaluacion de las variables de proceso, utilizado disefios de experimentos
factoriales. Para una evaluacion inicial se realizé un disefio factorial fraccionado
27(5-1) para las variables: concentracion de QS, contraccion del entrecruzador
(politrifosfato, TPP), concentracion de acido acético, relacion de volumenes TPP:QS
y tipo de agitacion. A partir de este se determind que la unica variable significativa,
de las evaluadas, fue el QS; ademas se observd que otras variables de mayor
importancia es la relacion molar de los grupos amino del QS y el TPP, aunado a esto
se decidié evaluar el efecto de la adicion de una sal monovalente (NaCl). Para la
evaluacion de estas tres variables se realizé un disefo factorial fraccionado completo
273 con una réplica. Como resultado se obtuvo que estas tres variables de
formulacion son estadisticamente significativas, ademas se construyo el grafico de
contornos sobrepuestos para ambas variables de respuesta, en funcién de la
concentracion de QS y de la relacién molar TPP:QS. Los limites de respuesta de
este grafico par el tamano de particula es de 10 nm-10 um y de PDI 0-1. También se
realizé la modificacién quimica del QS, mediante la copolimerizacén con acido
polilactico (PLA), a partir de acido 2-hidroxipropanoico; se obtuvieron injertos QS-
PLA, insolubles en agua y disolucion de acido acético, sin embargo, debido a sus
buenas propiedades mecanica y de hinchamiento en funcién del pH, estos injertos

tienen un uso potencial dentro de las ciencias farmacéutica.



Introduccion.

La quitina es el segundo polimero natural mas abundante de la tierra (después de la
celulosa). Las fuentes principales de quitina son los crustaceos, moluscos y hongos
[3]. Estas fuentes de obtencién constituyen desperdicios de otros procesos de
produccion, como lo son: la industria del procesado de mariscos, el cual representa
un 45% de su produccion; y en la industria alimentaria los hongos generan
desperdicios de aproximadamente 50 000 toneladas métricas por afo, durante su
cosecha y produccion. A partir de la quitina es obtenido el QS, un polimero que posee
propiedades de gran interés para el area farmacéutica, por ejemplo, ser

biodegradable, biocompatible, bioadhesivo y antimicrobiano [1], [2].

El QS ha cobrado gran interés por su uso en la fabricacion de micro/nanoparticulas
desde la primera vez que se reporto la técnica de gelificacion idnica por Bodmeier y
colaboradores [4], se han publicado varios articulos en los cuales utilizan esta técnica
para la fabricacion de micro/nanoparticulas de QS; el alguno de los cuales se ha
intentado identificar los efectos de diferentes variables de fabricacion sobre las
caracteristicas de las particulas de QS. En sistemas de liberacion controlada el
tamano de particula y la dispersion poblacional de la misma son caracteristicas
estrechamente relacionadas con los perfiles de liberacién del farmaco y por tal

motivo del efecto terapéutico.

Desde la primera vez que se reporto la técnica, se ha observado que las principales
variables sobre el tamafo son: la concentracion de QS y del entrecruzador idnico,
sin embargo, no esta bien establecido su efecto. Un primer acercamiento para
establecer la influencia de las variables de fabricacién sobre el tamano, fue la
realzada por Calvo y colaboradores [5], quien utilizé tripolifosfato de sodio (TPP)
como entrecruzador. Desde entonces se ha intentado identificar y evaluar las
diferentes variables de fabricacion sobre las variables de respuesta, de entre las

cuales se encuentran el tamafo de particula y el PDI.



1. Antecedentes.

1.1. Sistemas de liberacién modificada.

El mecanismo por el cual un farmaco es liberado puede tener un efecto significativo
en su eficacia. Algunos farmacos poseen un intervalo de concentracion 6ptima, en
la cual se alcanzan un maximo de beneficios (ventana terapéutica) y concentraciones
por arriba o por debajo de este intervalo pueden: ser tdéxicas o no tener un efecto
terapéutico, respectivamente [6]. Por muchas décadas se han utilizado formas
farmacéuticas convencionales (capsulas, tabletas, unglentos, supositorios,
soluciones orales, e inyectables) para el tratamiento de diversas enfermedades; es
bien sabido que estas formas farmacéuticas liberan el farmaco contenido de manera
inmediata, sin embargo, para mantener una concentracion del farmaco dentro de la
ventana terapeéutica, es necesario administrar el medicamento varias veces al dia,

dando como resultado una fluctuacién en los niveles sistémicos [7].

Estas limitaciones que presentan las formas farmacéuticas convencionales han
provocado una creciente necesidad de un enfoque multidisciplinario, para la
liberacion de farmacos a sitios de accidn especificos, a una velocidad determinada
y bajo la presencia de estimulos. Es por esto que nuevos sistemas para el control de
la farmacocinética, farmacodinamia, toxicidad no especifica, inmunogenicidad,
bioreconocimiento y eficacia de los farmacos han sido desarrolladas [8]. Estas
nuevas estrategias convergen en los sistemas de liberaciéon modificada de farmacos,
los cuales se basan en una estrategia que combina la ciencia de polimeros, la
farmacia, la quimica de bioconjugacion y la biologia molecular, entre otras, para
minimizar la degradacién y la pérdida del farmaco, y asi disminuir los efectos
secundarios e incrementar la biodisponibilidad y la fraccion del farmaco acumulado

en la zona requerida [9], ademas del comportamiento comentado con anterioridad.

El término sistema de liberacion modificada, es usado para describir sistemas
farmacéuticos que tienen la caracteristica de liberar farmacos basados en el tiempo,

trayecto y ubicacién; los cuales son disefiados para alcanzar un objetivo terapéutico
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no ofrecido por los sistemas de liberacion inmediata [10]. Dentro de los sistemas de

liberacion modificada existe una confusion entre dos términos: liberacion prolongada

y liberacion controlada. El termino liberacion prolongada es utilizado en sistemas o

formas farmacéuticas las cuales fueron formuladas para retardar la liberacion del

farmaco, de tal forma que la aparicion de dicho farmaco en circulacion sistémica es

retardada y prolongada, por lo tanto, su perfil plasmatico tiene una duracion

sostenida. La liberacién controlada, por otra parte, tiene un alcance mas alla de una

accion sostenida del farmaco, este término también implica una cinética de liberacién

previsible y reproducible, de una unidad a otra. [7]. Los sistemas de liberacion

controlada de farmacos pueden ser clasificados en [7]:

Sistemas de liberacion de velocidad pre-programada.

La liberacién del farmaco ha sido pre-programada a un perfil especifico de
velocidad. Esto puede lograrse utilizando un disefio del sistema capaz de
controlar la difusion molecular del farmaco contenido dentro del mismo a

través de una barrera.

Sistemas de liberacion de activaciéon modulada.

La liberacion del farmaco es activada por algun proceso fisico (temperatura,
presidbn osmotica, p. hidrodinamica, p. de vapor, magnéticamente,
sonoforesis, entre otras), quimico (pH, hidrdlisis intercambio i6nico) o
bioquimico (enzimatico). La velocidad de liberacion es controlada por la

regulacion del proceso de activacion.

Sistemas de liberacidon regulados por retroalimentacion.

La liberacion del farmaco es activada por un agente desencadenante, como
lo es una sustancia bioquimica presente en el cuerpo, la cual a su vez es
regulada por su propia concentracion mediante mecanismos fisioldgicos de

retroalimentacion.



e Sistemas de liberacion vectorizados.
Este tipo de sistemas permite la liberacién del farmaco en un sitio o tejido
especifico del cuerpo, en donde el efecto farmacolégico es llevado a cabo sin
exponer el farmaco en otros sitios y asi evitar posibles efectos toxicos. Las
estrategias para obtener sistemas de liberacion dirigidos son: administracion
en la zona de interés, direccionamiento fisico hacia condiciones fisiolégicas
anormales del sitio de interés y el uso de vectores, los cuales tienen una gran

afinidad especifica a la zona afectada.[11]

Figura 1. Representacion grafica de las concentraciones plasmaticas del farmaco,
de diferentes sistemas de liberacion y de diferentes dosis de formas farmacéuticas
convencionales.

1.1.1. Micro/Nanoacarreadores.

En los sistemas de liberacidén controlada, las estructuras que transportan el farmaco
al sitio de accion, son conocidos como acarreadores farmacéuticos. De acuerdo con
su composicién, los acarreadores se clasifican en sistemas moleculares
(ciclodextrinas, dendrimeros y nanoestructuras de carbono) y sistemas coloidales
(micro/nano particulas, liposomas, niosomas, cristales liquidos, etc.). Dentro de los
acarreadores farmacéuticos coloidales, las micro/nano particulas se han convertido
en sistemas de liberacién controlada mas prometedores, este tipo de acarreadores
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se clasifica con base en la naturaleza del material que lo constituye, ya sea de tipo
polimérico, lipidico, ceramico, metalico (puede ser magnético), entre otros [12].0Otra
forma de clasificacion es el tamafo de particula, pero existe una controversia para
definir el rango de medida que debe de tener una particula para ser considerada
micromeétrica o nanométrica, incluso hacer una distincion entre ambos términos

resulta complicado, segun lo reportado en la literatura [13], [14].

De acurdo con la IUPAC las nanoparticulas suelen definirse como los sistemas que
poseen longitudes entre 1-100 nm, sin embargo, existen algunas particulas menores
a 10 um que son consideradas como nanoparticulas[13], [14]. Por otro lado, para ser
consideradas como microparticulas, una particula debe de tener una longitud entre
1-1000 um, sin embargo, en la mayoria de los sistemas de liberacion controlada, las
microparticulas poseen un diametro menor a 100 um. Se ha demostrado que la
captacion celular de las particulas es dependiente del tamano de las mismas,
favorecida por tamafios pequefios (0.1 um>1 um>10 uym). En contraste, las
particulas grandes permiten una mayor cantidad de farmaco cargado y una liberacion
controlada mas prolongada; las nanoparticulas en promedio, presentan un perfil de
liberacion de orden de horas a dias; mientras que las microparticulas lo pueden
presentar en orden de semanas. La eleccidn de particulas de tamafio micrométrico
0 nanomeétrico, realmente depende del sitio de accion al cual se desea que lleguen
las particulas (y por ende el farmaco) y por cuanto tiempo se desea la liberacion

controlada del farmaco [14].

A su vez las particulas poliméricas han recibido una gran atencién por diferentes
investigadores, ya que en décadas recientes, los polimeros han sido ampliamente
utilizados como biomateriales por sus propiedades favorables, como una buena
biocompatibilidad, facil disefio y preparacién, gran variedad de estructuras, algunos
biodegradables, y un interesante caracter boimimético [15]. De acuerdo a la forma
en la que el farmaco ha sido incorporado a las particulas poliméricas, estas se

clasifican en: micro/nano capsulas y micro/nano particulas solidas, en donde el



farmaco se encuentra disperso en un sistema polimérico monolitico (matriz),

respectivamente.

Figura 2. Linea del tiempo de nanoacarreadores. Doxil, primer liposoma aprobado
por la FDA; Ferumoxide, agente de contraste para imagenologia de resonancia
magnética compuesta de oxido de hierro; Abraxane, sistema de liberacion controlada
a base de proteinas; Genexol-PM, micela polimérica; CALAA-01, hibrido polimero-
ciclodextrina vectorizado; BIOD-014, nanoparticula polimérica vectorizada; SEL-068,
vacuna completamente encapsulada en particula polimérica; DXTL-TNP,
nanoparticula con docetaxel vectorizada; DOX-BASP NPs, nanoparticula polimérica
estrella con brazos de cepillo degradable en medio acido cargadas con doxorubicina,
estudios invitro [16].

1.2. Polimeros.

Los polimeros (del griego poly -muchos- y meros -partes-) son macromoléculas
compuestas de muchas subunidades repetidas, las cuales se les denomina
mondémeros. Los mondmeros son moléculas pequenas que pueden ser iguales
formando asi homopolimeros o moléculas diferentes, dando lugar a copolimeros.
Los polimeros representan una parte fundamental en la naturaleza, desde la

existencia de los seres vivos, con el ADN (acidos nucleicos) y proteinas
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(aminoacidos), hasta la fabricacién de diversos productos indispensables para el
desarrollo humano. Los polimeros han ganado gran importancia debido a que
poseen propiedades fisicas y quimicas unicas que representan una ventaja sobre
otro tipo de materiales [17]. Dentro de la industria farmacéutica los polimeros son
compuestos altamente utilizados, por ejemplo, en materiales de empaque de
medicamentos, excipientes con diferentes funciones y por supuesto en la

elaboraciéon de micro/nano particulas como sistemas de liberacién controlada.

Las caracteristicas ideales que debe tener un polimero para ser utilizado en la
fabricacion de micro/nano particulas son: biocompatibilidad, biodegradabilidad, ser
economico, facil obtencidn y caracterizacion [18]. La biocompatibilidad hace
referencia a la capacidad de un material para desempefiar su funcién con una
respuesta apropiada del huésped en una situacion especifica, es decir, que el
polimero en cuestion no presente una toxicidad o desencadene una respuesta
inmune en el paciente. La biodegradacién es definida como la ruptura de una
sustancia, in vitro o in vivo, mediada por desencadenantes internos; algunos
desencadenante son enzimas, pH y condiciones oxidativas/reductivas [19]. De las
caracteristicas antes mencionadas la biocompatibilidad es una caracteristica crucial,
sin la cual el polimero no puede ser utilizado; la biodegradabilidad sin duda es una
caracteristica deseable, aunque se puede prescindir de ella si existe la suficiente
evidencia cientifica de que el polimero es eliminado completamente del paciente; las
dos ultimas caracteristicas son subjetivas, por lo que se tiene que realizar una
evaluacion costo-beneficio, de la enfermedad a tratar y su terapéutica. La solubilidad
en agua es otra caracteristica que representa una ventaja, debido a que se evita el
uso de disolventes organicos, sin embargo, el uso de éstos se puede realizar si se
demuestra que son eliminados en su totalidad o que las trazas remanentes son

seguras.

Los polimeros usados para la preparaciéon de micro/nano particulas se pueden dividir
en dos grupos: polimeros naturales y polimeros sintéticos. Los polimeros naturales

o biopolimeros se obtienen directamente de recursos naturales, tales como plantas
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verdes, animales, algas, bacterias y hongos; entre éstos se encuentran las proteinas
como la gelatina, la lecitina, la legumina y la vicilina; y también los polisacaridos como
el alginato, el dextrano, la agarosa, el pululano y el QS, entre otros [18]. Los
polimeros sintéticos son aquellos polimeros que son sintetizados en el laboratorio
partiendo de los mondmeros que los constituyen, entre ellos se encuentran los
poliésteres tales como poli-E-caprolactona (PCL), acido polilactico (PLA), acido
polilactico-co-glicolico) (PLGA), acido poliglicdlico (PGA), poli-3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato (PHBV), polihidroxibutirato (PHB) u otras familias tales como
policianoacrilatos, poli-p-dioxanona (PPDO), acido poliacrilico (PAA), poliamidas
(PA), polianhidridos, polietilenglicol (PEG), poli-orto-ésteres (PES) y alcohol
polivinilico (PVA). Muy a menudo la estructura basica de los polimeros naturales
puede modificarse quimicamente para evitar las limitaciones sufridas durante la
administracién del farmaco o durante la fabricacion del propio sistema de liberacion,

a este tipo de polimeros también se le conocen como semisintéticos [20].

1.3. Quitina y Quitosano.

La quitina se aislo por primera vez de los hongos en 1811 y aproximadamente 12
afios mas tarde fue encontrada en algunos insectos, sin embargo, el QS no fue
aislado (por ebullicion de quitina en una solucion de hidroxido de potasio) hasta 1859;
desde entonces ha quedado claro que el QS puede derivarse de la quitina por
desacetilacion, la cual representa su fuente principal de obtencion [21]. La quitina es
un polisacarido formado de muchos grupos N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa
unidos a través de enlaces glicosidicos (-(1,4). El QS se obtiene cuando un
porcentaje de los mondmeros de glucosamina en la quitina (generalmente mas del
60%) es desacetilado, esto le confiere la capacidad de disolverse en disoluciones
acidas diluidas, el cual es otro criterio de diferenciacidén entre la quitina y el QS [3].
Por lo tanto, el QS es un copolimero de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa y de 2-
amino-2-desoxi-D-glucosa, unidos de igual manera por enlaces glicosidicos p-(1,4).
Cuando el grado de desacetilacion alcanza el 100% el polimero se conoce como
quitano [22].
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Figura 3. Estructura quimica del quitosano.

La quitina es el segundo polimero natural mas abundante de la tierra (después de la
celulosa) se estima que aproximadamente 10 billones de toneladas de quitina
pueden ser biosintetizadas en la naturaleza cada ano. Las fuentes principales de

quitina son las siguientes [3].

e Artropodos: la fuente primaria son los crustaceos (como el camaron y el
cangrejo) cuyo contenido de quitina es del 58-85%, y la fuente secundaria son
los insectos (por ejemplo, la langosta, la mariposa, la abeja, la mosca y la
crisalida del gusano de seda) cuyo contenido es del 60%.

e Los hongos incluyendo ascomicetos, basidiomicetos y ficomicetes cuyo
contenido de quitina es de hasta un 45%.

e Otras especies marinas como moluscos, presentan un contenido de quitina
de 3-26% y anélidos con un 20-38%.

La mayoria de las fuentes de obtencion de quitina, antes mencionadas, constituyen
desperdicios de otros procesos de produccion. En la industria del procesado de
mariscos, este desperdicio (conchas, cabezas y patas) representa un 45% de su
produccion, dichos desperdicios contaminan el medioambiente y se convierten en
una carga economica, si son eliminados fuera de las costas. En la industria
alimentaria, los hongos generan desperdicios (tallos y hongo de formas irregulares)

de aproximadamente 50 000 toneladas por afio, durante su cosecha y produccion.



También en la industria apicultora, se generan residuos entre 6000-10000 toneladas
por afo [23], [24].

Toda la quitina que se encuentran en la naturaleza no existe de manera aislada, sino
como compuestos complejos. En las conchas de insectos y los exoesqueletos de
crustaceos, las quitinas se combinan con proteinas y carbonato de calcio; en los
hongos, las quitinas se combinan con proteinas y otros polisacaridos como la
celulosa. La purificacién de la quitina y la obtencién del QS, que es el derivado de
mayor valor, puede ser realizada mediante un método quimico y uno bioldgico. El
método quimico involucra un tratamiento acido (desmineralizacion), un tratamiento
alcalino (deproteinizacion), una decoloracion y una desacetilacion, la cual se realiza
mediante un tratamiento alcalino fuerte a altas temperaturas [21]. En el método
biolégico la desmineralizacion se realiza mediante el uso de acidos organicos
producidos por baterias, mientras que la desproteinizacion es realizada mediante
proteasas bacterianas y la desacetilacidn mediante la enzima quitina desacetilasa
[23]. En la actualidad se exploran métodos alternativos para reducir los tiempos de
desacetilacion y la cantidad de alcali utilizada, éstos hacen uso de la radiacion con
microondas o de tratamiento termo-mecanicos, entre otros [25]. Aunque el método
bioldgico representa una alternativa interesante porque evita condiciones quimicas
extremas, sin embargo, el contenido proteico residual remanente y los tiempos de

reaccidon, son mayores en comparacion al método quimico [23].

1.3.1. Propiedades funcionales del Quitosano.

Dentro de las propiedades de gran interés del QS se encuentran:

e Biodegradabilidad y biocompatibilidad. Dentro del organismo los enlaces
glicosidicos son hidrolizados enzimaticamente por [(-glucosidasas, dando
lugar a mondmeros no toxicos, debido a que se encuentran presentes de
manera enddégena en organos Yy tejidos. La velocidad de degradacion
disminuye al aumentar el grado de desacetilacién [1].

e Mucoadhesion y promotor de la absorcién de farmacos. El QS se une a la

mucina (principal componente de tejidos mucosos) mediante interacciones



electrostaticas, principalmente, entre los grupos amino del QS vy las
subestructuras de la mucina (acido sialico y acido sulfénico). Esta
mucoadhesion, aumenta el tiempo de permanencia en los tejidos, lo que
favorece la absorcion de los farmacos, y trasporte intercelulares a través del
epitelio [2].

e Hemostatico. La formacion del coagulo en presencia del QS es independiente
a la via intrinseca de coagulacion, la formacion de éste se debe a la gran
afinidad del QS por la pared celular de globulos rojo y plaquetas [26].

¢ Antimicrobiano. La actividad antimicrobiana se debe a esta afinidad del QS
con los componentes de las paredes celulares de algunas bacterias, hongos
y levaduras, lo cual modifica la permeabilidad de la misma [21].

e Antioxidante. La actividad antioxidante del QS es proporcional al grado de
desacetilacion, por la eliminacién de radicales libres debido a la accion del
nitrégeno (de la amina) unido al C-2 de cada mondémero.

¢ Anticolesterolémico. Esta propiedad se debe a la disminucion de la absorcion

de colesterol y una interferencia con la absorcion con el acido biliar [23].

Las aplicaciones del QS son muy diversas, algunas de éstas constituyen nuevas
areas de investigacion, mientras que en otras su uso es amplio y conocido. En la
agricultura el QS es utilizado como recubrimiento en la conservacién de semillas y
plantulas, asi como en sistemas de liberacién de fertilizantes. En tratamientos de
aguas para la remocion de particulas coloidales soélidas, aceites de pescado, metales
pesados y pesticidas, también es utilizado en la fabricacién de biosensores para
acoplar diferentes enzimas sobre QS, como la tirosinasa para la deteccion de fenoles
en aguas residuales. En la industria alimentaria como modificador reoldgico y fibra
alimentaria. En medicina en la produccién de gasa y vendajes tratados con QS como
agente bactericida y promotor de la cicatrizacion [22], [24], [27]. En farmacia una de
las aplicaciones mejor conocidas del QS es en el desarrollo de sistemas
multiparticulados de liberacion controlada, debido a sus propiedades funcionales

antes mencionadas [28].



1.4. Micro/Nanoparticulas de Quitosano.

Las micro/nanoparticulas de QS se han desarrollado para su uso como acarreadores
farmacéuticos, para farmacos anticancerigenos, farmacos antiinflamatorios,
antibidticos, factores de crecimiento, proteinas, péptidos, genes, vacunas y en
imagenologia. Estos sistemas acarreadores de farmacos se disefiaron para
administrar agentes terapéuticos a través de la mucosa nasal, colon, via oral, vaginal
o rutas parenterales [28]. Las micro/nanoparticulas de QS son particulas esféricas
sélidas, por lo que también son llamadas micro/nanoesferas, dependiendo de la
técnica de fabricacion estas pueden ser estructuras rigidas o geles [21]. Las técnicas
de fabricacion incluyen: emulsificacidon con entrecruzamiento ionico y covalente,
coacervacion/precipitacion, coalescencia de gotas en emulsién, secado por

aspersion (spray drying) y gelificacion iénica.

1.4.1. Fabricacion.

1.4.1.1. Emulsificaciéon y entrecruzamiento covalente o idnico.

Las micro/nanoparticulas de QS se han obtenido utilizando emulsiones agua en
aceite (w/0), la disolucion acuosa de QS se emulsiona por adicion gota a gota en una
fase oleosa adecuada que contiene una pequefia cantidad de tensoactivo bajo
agitacion magnética o agitacion vigorosa a temperatura ambiente, o superior a esta.
Las interacciones entre los entrecruzadores y el QS pueden ser covalentes o idnicos.
Los entrecruzadores covalentes son el glutaraldehido, glioxal, etilenglicol diglicidil
éter, diisocianato y diacrilato. Aunque estas moléculas son muy buenos
entrecruzantes quimicos, pueden presentar ciertas respuestas de toxicidad cuando
se implantan, como la irritacibn de las membranas, por ejemplo. Entre los
entrecruzadores ibnicos mas comunes se encuentran los aniones como el citrato,
politrifosfato (TPP) y sulfato [28], [29].



Figura 3. Esquema de la técnica emulsificacién y entrecruzamiento
(i6nico o covalente) [28].

1.4.1.2. Coacervacion/precipitacion.

Este método se favorece de que el QS es insoluble en medios con pH alcalino. El
QS es disuelto en disoluciones acidas (pH < 6.5) y es coacervado/precipitado en
contacto con una disolucion alcalina para formar sélidos insolubles. Las particulas
de QS son producidas mediante la adicién de pequefas gotas de la disolucion de
QS en una disolucién alcalina, utilizando un aspersor de aire comprimido. El tamafio
de las particulas se modifica controlando el tamafio de las gotas agregadas, la
liberacion del farmaco puede ser controlada mediante el tratamiento de las particulas

obtenidas con algun entrecruzante, idnico o covalente [21], [28].

1.4.1.3. Coalescencia de gotas en emulsion.

Esta técnica utiliza los principios de la emulsién y la preparacién de particulas por
precipitacion. En lugar del entrecruzamiento de la particula de QS por las
interacciones quimicas o idnicas después de la emulsificacion, la precipitacion del
QS se consigue mediante la coalescencia de gotas de QS con NaOH. Se preparan
dos emulsiones w/o separadas: una que contiene disolucion acuosa de QS (donde
el farmaco es incorporado) en parafina liquida, y la otra que contiene una disolucién

acuosa de NaOH en parafina liquida. Ambas emulsiones se mezclan bajo agitacién



rapida, dando lugar a colisiones aleatorias y la coalescencia de particulas. La
velocidad de agitacion y el tiempo de agitacion se pueden variar para cambiar el

tamano de las particulas formadas (nano o micrométricas) [28].

Figura 4. Esquema de la técnica de coalescencia de gotas en emulsion [28].

1.4.1.4. Secado por aspersion (spray-drying).

El proceso de spray-drying es rapido y reproducible, dando lugar a particulas con
una distribucién de tamafos relativamente estrecha y facil de escalar, en
comparacion con otros métodos de preparacion; éste involucra tres pasos basicos:
el primer paso empieza con la atomizacion de la solucion de QS en gotas finas; en
seguida la aspersion pasa a través de una corriente de aire caliente, lo que provoca
la rapida evaporaciéon del disolvente, dejando particulas sélidas secas; y por ultimo
las particulas secas son recolectadas. Existen cuatro tipos diferentes de métodos de



atomizacion que pueden ser empleados: atomizadores rotatorios, boquillas de
presion, atomizadores ultrasénicos y boquillas de fluido; las instalaciones que utilizan
boquillas de fluido pueden utilizar boquillas de dos o tres fluidos, en donde uno de
estos puede ser una disolucion de entrecruzante. El tamano de las particulas
obtenidas por este método pueden ser micro y nanométricas, segun las

especificaciones del equipo utilizado [21],[30].

Figura 5. Esquema de la técnica de secado por aspersion (spray-drying) [21].

1.4.1.5. Gelificacion idnica.

La gelificacion idnica se produce entre los grupos amino cargados positivamente en
el QS y moléculas anidnicas (entrecruzadores idnicos); estos entecruzadores se
clasifican en: moléculas de bajo pero molecular, como TPP, citrato o sulfato; y
macromoléculas aniénicas, como el alginato de sodio, acido hialurénico, sulfato de
dextrano y acido poli-y-glutamico [29] Estas interacciones electrostaticas pueden
formar hidrogeles a través del entrecruzamiento fisico entre moléculas con carga
opuesta. La gelificacion idnica usando TPP es la técnica mas frecuente para fabricar
nanoparticulas de QS. Las particulas de QS se forman instantaneamente dejando
caer gotas de la solucién de QS en solucion de TPP, bajo agitacién suave a

temperatura ambiente [21]. Esta técnica es sencilla de realizar y de escalar e



ampliarse y es simple, ademas tiene menor toxicidad en comparacion con los
meétodos que utilizan entrecruzadores covalentes, como el glutaraldehido, ademas
de evitar el uso de disolventes organicos, por otra parte al tener un entrecruzado
presentan un mejor control en la liberacién del farmaco, en comparacién a las que
no, por ejemplo como las obtenidas por coacervacién/precipitacion y spray-drying
[29]

Figura 6. Esquema de la técnica de gelificacion ionica [21].

1.5. Derivados de quitosano.

Como ya se ha mencionado el QS posee propiedades de gran interés para el
desarrollo de particulas para sistemas de liberacidon controlada, entre otras
aplicaciones. Sin embargo la insolubilidad del QS en agua (ya que solo es soluble
en disoluciones acidas diluidas) ademas de sus pobres propiedades mecanicas, son
algunos retos para su 6ptimo uso [31]. Por tal motivo la modificacion quimica del QS
se ha convertido en un tema creciente de interés, pues se pretende modificar las
propiedades limitantes del QS, conservando propiedades favorables como la
mucoadhesién, biocompatibilidad y biodegradabilidad. En sistemas de liberacion

controlada las modificaciones del QS son un herramienta para controlar la



interaccién del polimero con los farmacos, mejorar la capacidad de carga y adaptar
el perfil de liberacion [23]. EI QS posee tres grupos funcionales reactivos que
permiten la modificacion quimica; grupos amino y amido en C-2, y grupos hidroxilo
primario y secundario en C-6 y C-3 respectivamente. Existen varias modificaciones
reportadas, entre las cuales se encuentran: N-alquilacion, cuaternizacion de aminos,
N/O-carboxialquilacion, N/O-sulfatacion, N/O-fosforilacién, N-tiolacién, uniéon con

azucares, union a ciclodextrinas y copolimerizacion por injerto [3], [23], [28], [32].

1.5.1. Copolimerizacién por injerto.

La copolimerizacion por injerto es el método usado principalmente para la
modificacion quimica del QS y uno de las mas importantes [1]. Uno de los polimeros
utilizados en copolimerizacién por injerto es el PLA, no solo en QS, sino para otros
polimeros naturales [33]. El PLA, un poliéster termoplastico alifatico lineal, esta
constituido de mondmeros de acido 2-hidroxipropanoico (acido lactico), ademas es
un homopolimero sintético biodegradable con buenas propiedades mecanicas.
Existen varias reacciones quimicas para polimerizar el injerto PLA-QS, las cuales
involucran el uso de acido D,L-lactico como mondmero PLLA telequélico, y el uso de
disolventes como dimetilsulfoxido (DMSO) o N,N-dimetilformamida (DMF), en
presencia de catalizadores como el 2-etilhexanoato de estafio (Sn(Oct)2), ademas

de la aplicacion de energia mediante calentamiento o radiacion por microondas [33].

Una forma de obtener el injerto QS-PLA (QS-g-PLA), es mediante el método de
policondensacion, en el cual no es necesario el uso de un disolvente organico ni de
un catalizador, ya que solo usa calentamiento al vacio para su reaccion [33]-[35].El
método de policondensacién consiste en la dispersion de QS en una disolucion
acuosa de acido lactico (AL), para promover la formacién de iones de lactato y la
protonacion de los grupos aminos del QS, posteriormente se realiza un primer
calentamiento para formar una pelicula, dicha pelicula resultante es calentada por
segunda vez al vacio, para promover la deshidratacion y la formacion de la union

amida entre ambos iones [34].
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Figura 7. Reaccion quimica de la formacion de QS-g-PLA, mediante la técnica de
policondensacion.

1.6. Diseio de experimentos.

En el método cientifico es indispensable realizar experimentos o pruebas con la
intencién de resolver un problema o comprobar una idea (hipotesis), es comun que
estas pruebas o experimentos se hagan sobre la marcha, con base en el ensayo y
error, apelando a la experiencia y a la intuicion; en algunas ocasiones, esto basta
para alcanzar los objetivos planteados, sin embargo, en situaciones de cierta
complejidad no es suficiente aplicar este tipo de experimentacion, por lo que es mejor
proceder siempre en una forma eficaz que garantice la obtencion de las respuestas
a las interrogantes planteadas en un lapso corto de tiempo y utilizando pocos
recursos. El disefio estadistico de experimentos o simplemente disefio de
experimentos, consiste en determinar cuales pruebas se deben realizar y de qué

manera, para obtener datos que, al ser analizados estadisticamente, proporcionen



evidencias objetivas que permitan responder las interrogantes planteadas, y de esa
manera clarificar los aspectos inciertos de un proceso, resolver un problema o lograr
mejoras. [36]. Existe varios disefios de experimentos, los cuales se enfocan a
problemas especificos, por lo tanto, la eleccion de entre ellos se debera: al objetivo
del experimento, el numero de factores a evaluar, el numero de niveles de cada
factor, los efectos de interés a investigar, el costo del experimento y tiempo, entre
otras.
Disefio completamente al azar.

Disefio de bloques completos al azar.
Disefos de cuadros latino y grecolatino.

Para comparar dos o mas
tratamientos.

Para evaluar el efecto de Disefios factoriales 2k, 3*k y mixtos.

— varios factores sobre uan o o . . A
mas variables de respuesta Disefios factoriales fraccionados 2(k-p).

procesos. orden.

Disefios de
experimentos.
|

Arreglos ortogonales.

— Disenos robustos. — - .
Disefio con arreglos interno y externo.

Disefio simplex-reticular y simplex con
— Disefios de mezclas. —_— centroide.
Diseno axial.

Figura 8. Esquema de la clasificacion de disefios de experimentos.

1.6.1. Diseno de experimentos factoriales.

El disefio factorial es aquel en el que el conjunto de tratamientos esta formado de
todas las combinaciones posibles de los niveles de varios factores, el objetivo de
este disefno de experimentos es el de estudiar el efecto de varios factores sobre una
0 varias respuestas, cuando se tiene el mismo interés sobre todos los factores; asi
como los efectos de la interaccion de dos o mas factores. Los factores pueden ser

cuantitativos o cualitativos, y cada uno de estos representan una clase de

Para la optimizacion de Disefio para modelos de primero y segundo



tratamiento; para estudiar la manera en que influye cada factor sobre la(s) variable(s)
de respuesta es necesario elegir a los menos dos niveles (diferentes tratamientos
dentro de un factor) de prueba, para cada uno de ellos. La familia de los disefios
factoriales 27k consiste en k factores, todos con dos niveles de prueba, por otra parte,
la familia de disefios factoriales 3~k consiste en k factores, todos con tres niveles de
prueba; cuando los k factores no poseen el mismo numero de niveles de prueba, al
disefio se le conoce como mixto. Al conjunto de puntos experimentales o
tratamientos que pueden formarse considerando todas las posibles combinaciones
de los niveles de los factores, se le conoce como matriz de disefio o arreglo fraccional
[36], [37].

Cuando la matriz del disefio considera todas las posibles combinaciones que pueden
formarse con los niveles de los factores a evaluar, se le conoce como diseno factorial
completo; por ejemplo, suponiendo un disefio 273, el numero de combinaciones
posibles para este disefo es: 2x2x2=8, es decir que si para este ejemplo son
considerados los ocho experimentos este disefo tendra un arreglo completo. Sin
embargo, cuando el numero de factores de un disefio factorial incrementan, el
numero de experimentos necesarias para realizar una réplica completa del disefio
rebasa con rapidez los recursos de la mayoria de los experimentadores, por ejemplo,
suponiendo un disefio 276, el nuUmero combinaciones posibles es de 64, comparando
con el ejemplo anterior, el duplicar los factores a evaluar aumento ocho veces el
numero de experimentos necesarios realizar una réplica completa. En el diseno
anterior, solo 6 de los 63 grados de libertad corresponden a los efectos principales,
y solo 15 a las interacciones de dos factores, los 42 grados de libertad restantes se

asocian a la interaccién de tres o mas factores.

Se puede suponer razonablemente que ciertas interacciones de orden superior son
insignificantes, es posible obtener informacion de los efectos principales y las
interacciones de orden inferior corriendo Unicamente una fraccidn de del experimento
factorial completo. Estos disefios factoriales fraccionados se encuentran entre los

tipos de disefos de uso mas generalizado en el disefio de productos y procesos, una



de las principales aplicaciones de este tipo de disefos es en los experimento de
tamizado o exploracién, se tratan de experimentos en los que se consideran muchos
factores y el objetivo es identificar aquellos factores que tienen grande efectos [38].
La notacién 27(k-1) significa una fraccion a la mitad del disefio factorial completo 24k,
no tiene sentido fraccionar el disefo factorial 222 porque practicamente desaparece:
al tener sélo cuatro tratamientos, fraccionarlo a la mitad implicaria correr dos
tratamientos y con ellos no se podrian estimar ni siquiera los dos efectos principales;

generalmente es adecuado fraccionar un disefio experimental 27k, cuando k=5 [36].

En la literatura cientifica hay al menos diez mil articulos reportados, que informan el
uso DoE en diferentes areas de investigacion; desde la ciencia de los materiales, por
si misma, como en la industria textil, la construccion, y por supuesto las ciencias de
la salud, esta ultima representa solo 7% del total. Dentro de este porcentaje la gran
mayoria se enfoca en la elaboracion de micro/nanoparticulas, de los cuales solo una
pequefia fraccion esta dirigida al desarrollo de medicamentos. Especificamente para
formacién de micro/nanoparticulas de QS por la técnica de gelificacion idnica, se han
reportado la utilizacion de DoE [39]-[41], sin embargo, el numero de variables es

pequefia o los intervalos de los niveles de trabajo son pequenos.



2. Planteamiento del problema

A pesar de que son conocidas las propiedades funcionales del quitosano, asi como
la gran disponibilidad de este biopolimero (y por ende su bajo costo), el uso del
mismo en la fabricacion de particulas micro/nanométricas, mediante la técnica de
gelificacion idnica es muy bajo, a pesar de que la técnica es sencilla. Esto es debido
a que lainfluencia de las variables de fabricacion y formulacion, y la interaccion entre
ellas, sobre las variables de respuesta como lo son el tamafio de particula y PDI, no
han sido establecidas del todo. Otra limitacién es la insolubilidad del quitosano en

disoluciones acuosas con pH> 6.5, y en otros disolventes organicos.

El propésito de esta investigacion es evaluar diferentes variables de fabricacion de
micro/nanoparticulas de quitosano, mediante la técnica de gelificacidon idnica;
identificar las variables de fabricacién y formulacién, con mayor significancia sobre
el tamafio de particula y PDI, y establecer un espacio de disefio para la fabricacién
de micro/nanparticulas de quitosano. Como alternativa a la baja solubilidad de
quitosano en disoluciones neutras o basicas, se propone también la modificacidon
quimica del quitosano, mediante la copolimerizacién por injerto con PLA, utilizando

la técnica de policondensacion a partir de quitosano y acido 2-hidroxipropanoico.



3. Objetivos

3.1. Objetivo general.

Determinar la influencia de las variables de fabricacién y formulacién, en la

fabricacion de particulas nano/micrométricas de quitosano (QS) y quitosan-poli(acido

lactico) (QS-PLA), por el método de gelificacion ionica.

3.2. Objetivos particulares.

Desarrollar un disefio de experimentos factorial fraccionado 2*(k-1) con una
réplica, para la evaluacion inicial de la concentracion de quitosano, contraccidn
de TPP, concentracion de acido acético, relacién de volumenes TPP:QS vy tipo
de agitacion.

Desarrollar un disefo fraccionado completo 2k con dos replicas, para la
evaluacion de las variables, las cuales mostraron una significancia en el DoE
2Mk-1), ademas de la relacién molar TPP:QS, y adicion de NaCl.

Fabricar micro/nanoparticulas de quitosano mediante la técnica de gelificaciéon
ionica, segun los experimentos establecidos en ambos DoE.

Caracterizar los tamanos de las particulas de quitosano fabricadas, mediante
dispersion dinamica de luz (DLS), para obtener las dos variables de repuesta
(tamafo y PDI). Ademas de la morfologia de algunas muestras mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM).

Determinar el efecto de las variables experimentales sobre las variables de
respuesta, y Elaborar un grafico de contornos mixtos para tamano de particula y
PDI, en funcion de las variables significativas, con el fin de establecer un espacio
del diseno.

Fabricacion del injerto QS-PLA, mediante el método de policondensacion.
Caracterizacion instrumental de ingreso QS-PLA, mediante espectroscopia de
infrarrojo (FTIR) y resonancia magnética nuclear (MNR).

Fabricar particulas de QS-PLA, mediante la técnica de gelificacion iénica, con
base en el grafico de contornos mixtos obtenido.



4. Hipotesis.

La elaboracién de particulas de QS de tamafio micro/nanométrico, mediante la
técnica de gelificacion idnica, puede ser controlado mediante la variacion de diversos
factores de fabricacidn. La modificacién quimica del QS representara una alternativa

viable para disolverlo a pH superiores a 6.5.



5. Metodologia.

5.1. Materiales.

Quitosano (275% DD de caparazon de camaron), tripolitrifosfato de sodio
pentabasico (NasP3O1o, pureza 90-95%), acido-D,L-lactico (CsHeOs, pureza 85-95
%), acido polilactico (PLA), acido acético (C2H4O2 pureza 299.7%), metanol (CH4O,
pureza 299.8%), cloroformo (CHCIs, pureza 299.8) adquiridos de Sigma (St. Louis,
MO, USA) y utilizados sin purificacion posterior; Cloruro de sodio (NaCl pureza
99.95%) adquirido de J.T. Baker (USA), y agua desionizada (18.2 MQ cm) obtenida

de un equipo Nanopure Diamond (Barnstead®).

5.2. Diseino de Experimentos (DoE).

Antes de la realizacién de los experimentos del diseno factorial fraccionado, se
realizaron pruebas para establecer lo siguiente: la disolucién de quitosano fue la
disolucién receptora, ya que por su viscosidad no fue posible adicionarlo mediante
el uso de la bomba peristaltica con la que se conto; la adicion de la disolucion de
TPP dentro de la disolucidn de quitosano; y para el caso de la agitacion magnética
la velocidad de 900 rpm fue la minima, a las concentraciones de quitosano trabajada,

para tener una agitacion homogénea.

5.2.1.DoE Factorial fraccionado 27(5-1).

Se utilizé un disefio de experimentos factorial fraccionado 2”(5-1), con una réplica,
para evaluar el efecto de cinco variables de entrada, sobre dos condiciones de
repuesta. Las variables a evaluar fueron la concentracion de QS (0.15-0.75 % w/v),
concentracion de TPP (0.1-0.3 % w/v), concentracién de acido acético (0.1-0.3 M),
relacion de volumenes de TPP:QS (2:5-1:1) y tipo de agitacién (magnética-alto
corte); mientras que las variables de respuesta fueron el tamafno de particula y el
indice de polidispersion (PDI). Se obtuvieron un total de 16 experimentos, con el fin
de minimizar el efecto de variable externas los experimentos fueron aleatorizados.

La tabla | muestra las condiciones y el orden de cada experimento.



Tabla I. Condiciones de fabricacion y orden de secuencia para el

DoE 27(5-1).
Orden de Relacion Tipo de

_ [QS] Y%om/v | [Acéticol] M | [TPP] %ml/v

experimento vol. TPP:QS  agitacion
1 0.75 0.1 0.1 1.0 Ultraturrax
2 0.75 0.3 0.1 1.0 Magnética
3 0.75 0.1 0.3 0.4 Ultraturrax
4 0.15 0.1 0.3 1.0 Ultraturrax
5 0.15 0.1 0.1 1.0 Magnética
6 0.15 0.3 0.1 1.0 Ultraturrax
7 0.75 0.1 0.1 0.4 Magnética
8 0.15 0.1 0.3 0.4 Magnética
9 0.15 0.3 0.3 1.0 Magnética
10 0.15 0.1 0.1 0.4 Ultraturrax
11 0.15 0.3 0.3 0.4 Ultraturrax
12 0.75 0.1 0.3 1.0 Magnética
13 0.75 0.3 0.3 0.4 Magnética
14 0.75 0.3 0.3 1.0 Ultraturrax
15 0.15 0.3 0.1 0.4 Magnética
16 0.75 0.3 0.1 0.4 Ultraturrax

5.2.2. DoE Factorial completo 273.

Después de realizar el andlisis de datos del anterior disefio de experimentos, se

decidio llevar a cabo un nuevo diseno de experimentos, el cual evalué los efectos de

tres variables de entrada sobre las mismas variables de respuestas, tamafo de

particula y PDI. Se optd por utilizar un disefio de experimentos factorial completo 23,

con dos replicas, donde las variables de entrada fueron la concentracién de QS

(0.50-0.75 % wilv), la relacién molar entre cada ion de PPT y los aminos libres del
QS (2:10-3:10, TPP:QS) y la utilizaciéon de NaCl (0-0.15 M). Se obtuvieron un total

de 16 experimentos, los cuales se realizaron de manera aleatoria, tal como lo

muestra la tabla Il.




Tabla Il. Condiciones de fabricacién y orden de secuencia para el DoE 243
Experimento [QS] %m/v Molar TPP:QS [NaCl] M
1,8 0.75 0.3 0.15
2,12 0.50 0.2 0.15
3, 16 0.50 0.3 0.15
4,10 0.50 0.2 0.00
5 11 0.75 0.3 0.00
6, 13 0.75 0.2 0.00
7, 14 0.75 0.2 0.15
9,15 0.50 0.3 0.00

5.3. Fabricacion de particulas de quitosano mediante gelificacién idnica.

5.3.1. Fabricacién del DoE factorial fraccionado 24(5-1).

Se prepararon disoluciones de QS con una concentracién de 0.15y 0.75 % w/v en
disoluciones de acido acético 0.1 y 0.3 M, y disoluciones de TPP a concentraciones
de 0.1 y 0.3 %w/v en agua desionizada. Para la formacion de las nanoparticulas se
adiciond la disolucion de TPP sobre la disolucion de QS a una velocidad de
1.4ml/min, mediante una bomba peristaltica (Minipuls 3, Gilson®, Francia), a
relaciones de volumenes TPP:QS de 2:5y 1:1, para obtener un volumen final de 28
ml. Durante la adicién de la disolucién de TPP la disolucion de QS se mantuvo en
constante agitacion magnética a 1000rpm o agitacion de alto corte a 5000rpm
(Ultraturrax® IKA® T-25, Alemania); el tiempo de agitacion fue de 10 minutos para

cada uno de los 16 experimentos.

5.3.2. Fabricacion del DoE factorial completo 243.

Para este DoE se prepararon disoluciones de quitosan a concentraciones de 0.5 y
0.75 % wlv en acido acético 0.1M y de TPP a concentraciones necesarias para
obtener una relacion molar TPP:QS de 2:10 y 3:10 en agua desionizada, para cada
concentracion de QS. Cada una de las disoluciones antes mencionadas se

prepararon por duplicado; al duplicado se le adicioné la cantidad necesaria de NaCl



para obtener una concentracion final de 0.15 M (0.9%m/v), ya que se sabe qué a
esta concentracion presenta un efecto estabilizador por el contrario-iones [42]. Para
la formacidén de las nanoparticulas se adiciond 10 ml de la disolucién de TPP en 20ml
de disolucion de QS, a una velocidad de 1ml/min con la bomba peristaltica antes
mencionada, fue elegida esta velocidad para que el tiempo final de agitacion fuesen
10 minutos. La velocidad de agitacion fue de 5000rpm alcanzada mediante el
Ultraturrax® T-25, la cual se llevd a cabo por 10 minutos. Para determinar las
concentraciones necesarias de TPP para alcanzar una relacion molar TPP:QS de

2:10y 3:10, para cada una de las muestras de QS, se utilizé la siguiente ecuacién:

[TPP] = 2[QS] * 0.88 * (179.17)~! x 367.86 * 1.11 * (relacion molar TPP: QS)

Ecuacion 1.

Dénde: [QS] es la concentracion de QS, la cual esta multiplicada al doble ya que la
relacion de volumenes TPP:QS es 1:2; 0.88 es la fraccion molar de los monémeros
de glucosamina desacetilada, obtenida a partir del porcentaje de desacetilacion
(%DD), es decir, los grupos amino disponibles para interaccionar con los iones de
TPP; 179.17' es el inverso del peso molecular de la glucosamina, 367.86
corresponde al peso molecular del tripolifosfato de sodio, el valor de 1.11 es el ajuste
de la pureza de TTP (90%) y la relacion molar TPP:QS puede adoptar el valor de 0.2
para la relacién 2:10; y 0.3 para la relacion 3:10. Aplicando la ecuacion 1, obtenemos
que para una [QS]=0.5%m/v tenemos una [TPP]=0.40 y 0.60 %m/v y para una
[QS]=0.75%m/v tenemos una [TPP]=0.60 y 1 %m/v, para las relaciones 0.2 y 0.3,

respectivamente.

5.3.3. Anadlisis Estadistico.

El disefio de experimentos y el analisis de datos se llevé a cabo en el programa
estadistico Minitab®, mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, con un
nivel de significancia de p<0.05. Las variables de respuesta fueron obtenidas
mediante el promedio de tres mediciones, para cada una de ellas. Particularmente

para el tamafio de particula se utilizo la distribucion del 50% de la poblacién (Dso)



para tamafio de particula, para muestras de 1nm-10um; y el Z-average para

muestras con tamafio >10um.
5.3.4. Caracterizacion de particulas.

5.3.4.1. Tamaiio de particula por dispersion dinamica de luz (DLS).

La medicion de tamafio se llevd a cabo mediante la técnica de sispersion dinamica
de luz, mediante el equipo Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 (Malvern Instrument Co.
UK), con angulo de medicion de 173° con laser rojo a 633 nm, las muestras fueron

dispersadas en agua desionizada a una temperatura de 25°C. Los resultados

5.3.4.2. Morfologia por microscopia electrénica de barrido.

Las imagenes microscopia electronica de barrido fueron obtenidas médiate el equipo
JSM-35 CF de JEOL, a 10 kV y una resolucion de 10nm. La gota de la muestra en
dispersion, fue colocada sobre una pelicula de carbono, se dejo secar a temperatura

ambiente, y se recubrié con oro.

5.4. Fabricacion de injertos de quitosano-acido lactico

En la preparacion de los injertos se evaluaron diferentes relaciones molares AL:QS,
los moles de cada componente fueron calculados mediante la ecuacion 2 para el QS,
y con la ecuacién 3 para el AL. Para la preparacion de los injertos se siguid la

metodologia reportada por Bhattarai y colaboradores [43].

moles QS = masa QS x 0.88 * (179.17)~1 Ecuacién 2.

moles AL = volumen AL = 1.209 * 0.905 = (90.08)1 Ecuacion 3.

Donde, para la ecuacion 2, el valor de 1.209 corresponde a la densidad de la
disolucién stock de AL (1.209 g/ml), el valor de 0.905 corresponde a la pureza de la

disolucién de AL, y el ultimo término corresponde al inverso de la masa molar del AL;



para la ecuacion 3 el valor de 0.88 es la fraccibn molar de la glucosamina
desacetilada, y 179.17-! es el inverso del peso molecular de la glucosamina.

El QS se disolvié en una disolucién de AL en agua desionizada, para tener una
concentracion final de QS de 2%ml/v, y la mezcla permanecié en agitacion magnética
(400rpm) durante 12 horas. La disolucion resultante se colocé en una caja de Petriy
se calent6 a 70°C por 5 horas, en este tiempo la muestra formé una pelicula (1mm
de grosor aproximadamente). La pelicula formada se sometié a un calentamiento a
85-90°C al vacio (-0.53 atm) por 5 horas. A la pelicula resultante se le realiz6 lavados
con metanol y cloroformo usando un Soxhlet, para eliminar AL sin reaccionar y

oligbmeros de PLA formados.

5.5. Caracterizacién de injertos de Quitosano-Acido lactico.

5.5.1. Espectroscopia de infrarrojo (FTIR).

Las muestras fueron analizadas en un Espectrofotometro de FTIR / FIR Spectrum
400 de Perkin-Elmer, a 450 cm.1. Debido a que la técnica fue de mediante
reflectancia difusa, no hubo necesidad de alguna preparacién especifica de la

muestra.



6. Resultados y Discusién.

6.1. DoE Factorial fraccionado 24(5-1).

Para la evaluacion del efecto de las cinco variables de fabricacion propuestas, sobre
el tamafo de particula asi como también del PDI, se decidié realizar un DoE
fraccionado a la 72 (16 experimentos en lugar de 32) sin ninguna replica, ya que es
el minimo de experimentos recomendado para la evaluacion de 5 variables[36].
Una vez realizados los 16 experimentos y determinados las variables de respuesta
(tamano de particula y PDI), mediante DLS. En la figura 9 se observan dos graficos
de Pareto de efectos estandarizados para cada variable de respuesta, los cuales
fueron construidos a partir del ANOVA (anexo 1). Tanto para el tamafio de particula
(figura 9A), como para el PDI (figura 9B), no existe evidencia estadistica de que las
variables evaluadas, asi como la interaccion de estas en dos términos, sean
significativas para el tamano de particula y para el PDI de los sistemas obtenidos. A
pesar de esto se puede apreciar que, para el tamafo de particula, los efectos
principales se deben a [QS], [TPP] y la interaccion de ambas variables; mientras que

para el PDI el principal efecto proviene de [QS].

Para evaluar la tendencia que tienen cada uno de los efectos principales, antes
mencionados, sobre las variables de respuesta correspondiente, se construyeron
graficas de efectos principales para cada una de la respuesta (figura 10). La grafica
de efectos principales para tamafio de particula (figura 10A), muestra que se obtiene
menores tamafnos de particula a concentraciones altas de QS y viceversa, mientras
que el efecto de la concentraciéon de TPP es proporcional a tamano de particula
obtenido. Segun lo reportado en la bibliografia [36], [37], [39], se esperaria que
ambas concentraciones (QS y TPP) tuvieran un efecto proporcional sobre el tamafio
de particula, ya que al aumentar la concentracion de cada componente se tendrian
mas iones de cada uno en un mismo volumen, propiciando la formacion de particulas

mas grandes o favoreciendo la aglomeracién de particulas [45].



Figura 9. Graficos de Pareto de efectos estandarizados para: tamafio de particula
(A), y PDI (B).



En cuanto al PDI, tiene un efecto proporcional a la [QS], probablemente esto es
debido a que al aumentar la [QS] se tienen mas grupos amino disponibles,
manteniendo los mismos grupos de TPP, por lo que las interacciones entre ambos
iones seran aleatorias, formando particulas pequefias en las zonas de menor
interaccion vy viceversa, esta interaccion también es impedida por el aumento de la

viscosidad del medio, debido al aumento de la [QS].

Figura 10. Grafico de efectos principales para: Tamafio de particula (A) y PDI (B).



Durante el analisis de las muestras se observé que algunas presentaban una
coloracion ambar claro, un color muy parecido a la disolucién inicial de QS, esta
observacion habia sido reportada con anterioridad por Calvo y colaboradores [5],
cuando trabajo con concentraciones altas de QS y bajas de TPP. Lo anterior sugiri6
que las cantidades utilizadas de TPP no eran suficientes para reaccionar con todo el
QS disponible, por lo que se decidié evaluar el porcentaje de formacion (%F),
mediante una técnica gravimétrica. Se colocé una muestra de 2 ml de cada
experimento en tubos de centrifuga, por duplicado, se centrifugo a 15000rpm/20min,
se descart6 el sobrenadante, y se secé a 50°C por 12 horas. La diferencia en masa
del tubo vacio y la muestra seca, se relacion6 con la masa inicial del QS. En la tabla
3 se muestra el promedio y la desviacidén estandar del %F de cada experimento; las
casillas de color azul corresponden a los experimentos que presentaron una
coloracion ambar claro, fisicamente. Como lo muestra la tabla lll, los menos
porcentajes de fabricacion (= 31%), corresponden a los experimentos que
presentaron la coloracién ambar, o que sugieren que aun estaba presente QS sin
reaccionar, por la poca cantidad de TPP; por otro lado, los experimentos que no
presentaron dicha coloracién, obtuvieron %F >100%, esto es porque en la masa
inicial solo se considerd al QS y no a la masa de TPP utilizada para la formacién de
las particulas. Con base en lo anterior, no queda duda que la relacion TPP:QS es
parametro muy importante sobre el tamafo de particula en los sistemas de QS
obtenidos por gelificacion idnica; por tal motivo esta relacion TPP:QS ha sido
abordada desde diferente maneras por ejemplo, relaciéon en masa [44], [46] y relacion
en volumen [40], [47]. Sin embargo, estas aproximaciones presentan ciertas
limitaciones ya que dependen de; la pureza del TPP y %DD para el caso de relacion
en masa y, de las concentraciones de QS y TPP para la relacién en volumen, lo cual
impide extrapolar los resultados en procesos de fabricacién con valores diferentes
de las variables, antes mencionadas. Un acercamiento mas acertado es la relacion
molar TPP:QS, la cual relaciona los iones de TPP con un monodmero de glucosamina
desacetilada del QS; Huang y Lapitsky [42] demostraron, mediante una calorimetria
de titulacion isotérmica que a una relacion molar 1:5 (TPP:QS), existia una

disminucién en la seial exotérmica, lo que se interpreta como una saturacion en los



sitios de unién del QS, y que cada ion de TPP interacciona con cinco grupos
cationicos del QS. En la tabla Ill se muestra la relacion molar TPP:QS, para cada
experimento, la cual fue obtenida mediante la ecuacion 1, se observa que las
muestras que presentaron una coloracion ambar, que a su vez tuvieron un %F<31%,
presentaron una relacion molar TPP:QS < 0.2, es decir que los las aminas
protonadas del QS no se encontraban saturadas ya que la cantidad de TPP no fue
el adecuado para reaccionar con todo el QS disponible. Lo anterior explica la
tendencia de la [QS] sobre el tamaino de particula; al aumentar la [QS] la diferencia
de moles de TPP:QS era mayor, aunado al aumento de viscosidad, el numero de
colisiones entre los componentes disminuye, lo que resulta en una disminucion en el
tamano de particula [48].

Tabla Ill. Porcentaje de formacion (%FxDS, n=2) y relacién molar TPP:QS, para el DoE
factorial fraccionado 2*(5-1).

Relacién
Experimento %F+SD molar

TPP:QS
1 19.3+10.4 0.074
2 30.7+1.9 0.074
3 21.5+7.9 0.089
4 150.0+14.1 1.107
5 133.3+94 0.369
6 116.7 £33 0.369
7 243+7.9 0.030
8 158.7+0.4 0.443
9 173.3+18.9 1.107
10 14.0+6.6 0.148
11 154.0+26.4 0.443
12 118.7+£13.2 0.221
13 18.2+3.3 0.089
14 119.3+0.9 0.221
15 11.7+3.3 0.148
16 8.9+8.6 0.030




6.2. DoE Factorial completo 243.

Con la informacion obtenida anteriormente se decidio realizar un DoE factorial completo
2"3 con dos réplicas, dando como resultado 16 experimentos, el numero minimo
recomendado para este arreglo [36]. Se descartaron las variables que en el anterior DoE
no fueron estadisticamente significativas ([Acético], Vol.TPP:QS y el tipo de agitacion).
Las tres variables experimentales a evaluar fueron: la [QS] (0.5-0.75%), con base en el
DoE anterior es una variable de gran impacto para ambas respuestas; la relacién molar
TPP:QS (0.2-0.3) con respecto a cada nivel de [QS], por lo que se prepararon cuatro
concentraciones diferentes de TPP; y por ultimo la presencia de NaCl a una concentracién
fisiologica (0-0.15 M) la cual se reporta aumenta la estabilidad de la dispersion coloidal
[42], [46]. Después de realizar los 16 experimentos y determinados las variables de
respuesta (por DLS), el promedio de tres mediciones de cada experimento para cada
variable de respuesta, fue utilizado para el analisis estadistico del disefio experimental.
En la figura 4 se observan dos graficos normales de efectos estandarizados para cada

variable de respuesta, los cuales fueron construidos a partir del ANOVA (anexo 2).

Para la respuesta de tamafo de particula (figura 11A) se aprecia que las tres variables y
la interaccion entre ellas, a 2 y a 3 términos, tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre el tamafo de particula. Dado que las variables [QS] y relacion molar TPP:QS se
encuentran situadas a la derecha de la linea ajustada, el efecto es proporciona, es decir,
que al aumentar la [QS] y la relacion molar TPP:QS, aumentara el tamano de particula
obtenido. Estos efectos fueron esperados ya que al aumentar la [QS] existen mas grupos
amino disponibles en el mismo volumen de fabricacidn, por lo tanto, las interacciones
idnicas aumentan, incrementado asi el tamafio de particula; en el caso de la relacion
molar TPP:QS, al aumentar la relacién molar encima del punto de saturacion de los
grupos amino del QS (TPP:QS>1:5) existen iones de TPP libres en el medio de
fabricacion, los cuales interaccionan con las cadenas de quitosano presentes en la

superficie de las particulas formando agregados [45].
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Figura 11. (A) Grafico normal de efectos estandarizados para Tamario de particula (nm).
(B) Grafico normal de efectos estandarizados para PDI. Variables en rojo tienen una
significancia estadistica sobre la variable de respuesta.



Por el lado contrario la variable [NaCl] tiene un efecto inverso, es decir que el tamafo
disminuy6 al aumentar la [NaCl], lo anterior es debido al efecto estabilizante de NaCl
debido a que existe una competicion entre los iones del TPP, por el QS, evitando que las
particulas formen aglomerados o retrasando la formacién de los mismos [45]. En la figura
12A se muestra un grafico de interaccion de medias ajustadas, en donde se pueden
evaluar las interacciones de las variables a dos términos. Para la interaccion [QS]*Molar
TPP:QS (figura 12A superior), se puede observar que la [QS] tiene un mayor efecto en el
tamafio cuando se utiliza una relacion molar TPP:QS de 3:10, lo anterior debido a la
formacion de aglomerados ya que no existe un exceso de TPP [42]. En cuanto a la
interaccién de la variable [NaCl] al nivel alto, con las variables [QS] y Molar TPP:QS (figura
12A inferior izquierda y derecha respectivamente) el efecto el efecto inverso al tamano de
particula es debido principalmente a la presencia del NaCl, como estabilizador coloidal
[42], ya que las lineas que esquematizan su efecto presentan un pendiente baja, es decir
que a cualquier nivel de [QS] y relacién molar TPP:QS el tamafio de particula se modifica

discretamente con los efectos de las interacciones previamente discutidas.

Para el caso del PDI (figura 11B) las variables estadisticamente significativas fueron la
[QS] y la relacion molar TPP:QS, asi como la interaccion de cada una de ellas con la
tercera variable [NaCl], y la interaccién entren las tres variables. De las variables antes
mencionadas solo la relaciéon molar TPP:QS tiene un efecto inverso sobre el PDI, es decir,
que al aumentar la relacién molar el PDI disminuye, debido a que después de alcanzar el
punto de saturacion de las aminas disponibles en el QS lo iones TPP libres propician una
aglomeracioén de las particulas, esta aglomeracién se realiza facilmente en particulas de
menor tamafio debido a su area superficial de interaccion, lo que resulta en una
disminucién en las clase de menor tamano reduciendo asi la distribucion del tamafno de
particula, caso contrario a la [QS] el cual tiene un efecto proporcional sobre él PDI. Segun
la figura 11B, las interacciones a dos términos estadisticamente significativos son: [QS]*
[NaCl], y Molar TPP:QS*[NaCl], estas interacciones estan representadas en la figura 12B
(parte inferior izquierda y derecha, respectivamente).
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Para la interaccion [QS]* [NaCl], a niveles bajos de [QS], el efecto del NaCl, en su nivel
alto, disminuye significativamente el valor de PDI, sin embargo, a niveles altos de [QS] la
presencia de NaCl no implica ninguna diferencia, incluso aumenta ligeramente el PDI; lo
anterior sugiere que debido al gran numero de aminas de QS presentes en el medio de
reaccion, una [NaCl]=0.15M no es suficiente para que dicha sal ejerza su efecto de
estabilizador. Para la interaccion, Molar TPP:QS*[NaCl], la presencia de NaCl al nivel bajo
de relacion molar TPP:QS tiene un efecto significativo favorable sobre el PDI, lo
disminuye; sin embargo, los menores PDI son alcanzados al nivel alto de relacion molar,
independiente a la presencia del NaCl. Lo anterior se debe a que una vez alcanzado el
punto de saturacion (a la relacién molar TPP:QS =0.2) la viscosidad del medio disminuye
ya que no existe QS disuelto en el medio, lo que permite que los iones restantes de TPP
se distribuyan homogéneamente, por lo que la disminucion del PDI solo depende de esta
relacion molar y no del efecto estabilizante del NaCl. En el grafico 12B también se muestra
la interaccién [QS]*Molar TPP:QS, en donde se puede observar que los menores PDI son
obtenidos en una relacion molar TPP:QS=0.3, y a su vez en [QS] bajas, lo cual concuerda

con el comportamiento de las interacciones anteriores.

Después de conocer los efectos de las variables estadisticamente significativas, sobre las
variables de respuesta se construyé un grafico de contornos superpuestos; el cual se trata
de una representacion grafica para multiples respuestas (tamafo de particula y PDI), con
limites definidos, en funcién de dos variables mdéviles (las demas variables permanecen
en un valor fijo). Para la construccién del grafico de contornos superpuestos para tamano
de particula y PDI (figura 13), se eligi a las variables [QS] y relacién molar TPP:QS, como
las variables moviles, ya que segun lo obtenido en el DoE estas variables influyen en
mayor proporcion al tamano; la variable de valor fijo fue la [NaCl]=0.15M, ya que se
comprobé estabilizante, por o que se obtendran menores valores de PDI, en futuras

predicciones.
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Figura 13. Grafico de contornos sobrepuestos, el area blanca representa el espacio de
disefio, para un intervalo de tamafo de 10nm (linea roja continua) a 10um (linea
punteada roja), y para un PDI de cero (linea continua azul) a uno (linea punteada azul).

El intervalo de respuesta para el tamafio de particula fue de 10-10000nm (10nm-10um),
intervalo en el cual se encuentran los tamafos de particulas potenciales en el uso de
sistemas de liberacidén controlada. En cuanto al PDI se propuso un intervalo de 0-1, ya
que el sesgar mas el PDI descartaria tamafos de particula mayores a 8um, es decir se

disminuira el espacio del disefio (un ejemplo se muestra en la figura 14).

Como resultado se obtiene el grafico de contornos sobrepuestos (figura 13) donde el area
de color blanco representa el espacio del disefno delimitada por los valores de respuesta
determinados, la ventaja de este tipo de graficos es que situandote en algun punto de

éste arroja las respuestas simultaneas de tamafo y PDI (mediante extrapolacién a los



ejes cartesianos) segun las condiciones seleccionadas, con lo cual se puede tener una

optimizacion en el proceso de fabricacion, mediante gelificacion idnica, de

micro/nanoparticulas de quitosano.
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Figura 14. Graficos de contornos sobrepuestos, el area blanca representa el espacio de
diseno, para un intervalo de tamafio de 10nm (linea roja continua) a 10um (linea
punteada roja), para ambos graficos; con limites en PDI de 0-0.7(A) y 0-0.1 (C). Al
disminuir el intervalo de PDI se disminuye el espacio del disefio.

En la figura 15 se muestra imagenes de SEM, a un aumento de x2400 (figura 15 A) y
x7800 (figura 15 B), como se aprecian en las imagenes las particulas presentan una
morfologia esférica, también se puede notar la presencia de agregados alargados y otros
en forma de “zarzamora”; estos aglomerados se deben a que en la superficie de las
particulas estan presente cadenas de QS, que al entrar en contacto con TPP favorecen

la union con cadenas superficiales de particulas contiguas, favoreciendo asi la formacion

de agregados [45], [49], [50]
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6.3 Injerto QS-PLA

La copolimerizacion del injerto de QS con AL se realizé a diferentes relaciones molares
AL:QS, En la tabla IV se muestran las cantidades de QS, AL y su relacion molar entre
ellos. Ademas, en las ultimas columnas se muestran los resultados de solubilidad, al cual
fueron sometidos los injertos. Segun lo reportado por Bhattarai [43] a bajas relaciones
molares de AL:QS, los injertos obtenidos son solubles o ligeramente solubles a pH < 7.5,
este mismo comportamiento se observo a las relaciones molares de trabajo utilizada. Con
base en la insolubilidad de los injertos obtenidos, se puede asegurar que para relaciones
molares AL:QS >2.7, existe la copolimerizacion por injerto del QS, ya que al unirse
segmentos de PLA a los grupos amino vuelve insoluble a la muestra en disoluciones

acidas, caso homalogo a la quitina y a los grupos aminos acetilados.

Tabla IV. Condiciones de fabricacion de injertos y resultados de pruebas de
solubilidad.

Injerto | Masa Vol. mmoles | mmoles | Rel. Solubilidad
QS (g) AL QS AL Molar Agua Ac. Acético
(ml) AL:QS | desionizada | 0.2M

A 1.0367 1.1 5.1 13.4 2.62 S S

B 0.9667 | 1.5 4.7 18.2 3.84 NS NS

C 1.0137 2.1 5.0 255 5.12 NS NS

D 0.5807 | 2.9 2.9 35.2 12.35 NS NS

E 0.5333 3.347 2.6 40.7 15.52 NS NS

S=soluble, NS=no soluble.

Con la diferencia de que al adicionar grupos hidréfobos (PLA), crea interacciones
hidréfobas internas, formado entrecruzamientos entre las cadenas de QS, por tal motivo
las muestras se volvieron insolubles, ademas de conferirle una propiedad de
hinchamiento en funciéon del pH y fuerza idnica [35], [51]. En cuanto a la menor relacion
molar (AL:QS=2.6), la copolimerizacion fue muy baja, practicamente nula, y seguramente
la solubilidad del “injerto” A se deba a la protonacién de los grupos amino propiciada por

las condiciones acidas de la disolucion de AL, es decir que no se llevd a cabo la



condensacion de las sales para formar grupos amida, por lo tanto la muestra obtenida fue

facilmente solubilizada incluso en agua desionizada.

En la figura 15 se muestran los espectros de infrarrojo para QS, PLA y AL, y para los
injertos A y E. Para el caso de QS se observan sefiales en 3400 cm™ los cuales
corresponden a las vibraciones de los grupos hidroxilo del QS; la sefiale en 1655 cm™,
correspondientes al estiramiento C=0 las N-acetilaciones, y la sefial en 1585 cm'
corresponde a los grupos amino libres (desacetilados). En el espectro del injerto E
aparece una sefial alrededor de 1750 cm™' correspondiente al estitamiento C=0 de grupos
carbonilos de esteres; y una sefial en 1150 cm™ debida a estiramientos simétricos y
asimétrico de los mismos, que también esta presente en el PLA, estas sefiales esta
ausente para el injerto A, lo que reafirma el supuesto de que no existioé la formacion de
nuevos enlaces amida entre QS-PLA o estos fueron insignificantes en comparacion con
el injerto E. La disminucién en la anchura de la sefial cercana 1585 cm, en el injerto E,
sugiere que los grupos aminos libres disminuyeron, aunado a esto el incremento en la
sefial de amida | (1655 cm™'), es debida a la formacion de nuevos enlaces amida [31],
[43], [52].

Figura 15. Espectros de FTIR para QS(negro), injerto A (rojo), injerto D (azul), PLA
(verde) y AL (rosa).



A pesar de que la seiial alrededor de 1750 cm-! esta presente en los espectros de PLA 'y
AL (debida a los grupos carbonilo de esteres), se puede hacer una distincion entre ambas
sefales, porque existe una mayor resolucion en la del PLA debido que los esteres estan
unidos covalentemente (polimerizados), ademas de que esta senal perteneciente al AL
presenta un corrimiento hacia longitudes de onda menores; lo anterior confirma la
presencia de PLA en el injerto E. Con base en lo obtenido en los resultados de la
espectroscopia IR, se decidié trabajar con el injerto A, ya que no se tenia la certeza de
que este no se trataba de un injerto con PLA, sino la forma idénica del quitosano. En cuanto
a los injertos B-E, tampoco se pudieron utilizar por ser insolubles en agua y en la
disolucién de acido acético, por lo que se imposibilito su en la formacion de particulas por

el método de gelificacion idnica.



7. Concluciones.

e Se determino el efecto de las variables del proceso de fabricacion de particulas de
QS por el método de gelificacion idnica; las variables de formulacién: [QS], relacidn
molar TPP:QS y [NaCl], fueron las de mayor significancia sobre las variables de
respuesta.

e Con la informacion obtenida del disefio experimenta 2”3, se logré construir un
grafico de contornos superpuestos, cuya area del disefio abarca las condiciones
necesarias de (concentracion de quitosano, relacion molar TPP:QS) para la
fabricacion de particulas con tamaio de particula, desde 10 nm hasta 10 um, con
diferentes PDI, mediante la fabricacién de gelificacién ionica.

e Se obtuvieron injertos de QS-g-PLA, mediante el método de policondensacion (a
partir de acido lactico y quitosano), a diferentes relaciones molares AL:QS. Sin
embargo, debido a su insolubilidad de estos no se logré fabricar

nano/microparticulas con estos injertos.

8. Perspectivas.

Evaluar el porcentaje de encapsulacion, eficiencia de carga y perfiles de liberacion; y
realizar la optimizacién de estos parametros en funcién de tamano de particula y PDI.

Caracterizar las propiedades mecanicas del injerto, aprovechar las propiedades de
hinchamiento en funcién de pH y fuerza i6nica, para el uso de estos injertos como

sistemas de liberacion controlada o en regeneracion de tejidos.



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

9. Referencias.
P. Cerezo, “Nanocomposites de quitosano/montmorillonita como promotores de la
permeabilidad celular de oxitetraciclina.,” Universidad de Granada, 2013.
V. V. Khutoryanskiy, Mucoadhesive Materials and Drug Delivery Systems, 1st ed.
West Sussex: John Wiley & Sons Ltd, 2014.
K. Yao, J. Li, F. Yao, and Y. Yin, Chitosan-Based Hydrogels, 1st ed. Boca Raton:
CRC Press, 2012.
R. Bodmeier, H. G. Chen, and O. Paeratakul, “A novel approach to the oral
delivery of micro- or nanoparticles.,” Pharmaceutical research, vol. 6, no. 5. pp.
413417, 1989.
P. Calvo and C. Remunan-Lopez, “Novel hydrophilic chitosan-polyethylene oxide
nanoparticles as protein carriers,” J. Appl. ..., pp. 125-132, 1997.
F. Rossi, G. Perale, and M. Masi, Controlled Drug Delivery Systems Towards New
Frontiers in Patient Care. Milano, 2016.
Y. W. Chien, Novel Drug Delivery Systems., 2a ed., vol. 48, no. 3. 1993.
M. Rangasamy and K. G. Parthiban, “RECENT ADVANCES IN NOVEL DRUG
DELIVERY SYSTEMS,” Int. J. Res. Ayurveda Pharm., vol. 1, no. 12, pp. 316-326,
2010.
R. R. Bhagwat and I. S. Vaidhya, “NOVEL DRUG DELIVERY SYSTEMS: AN
OVERVIEW,” vol. 4, no. 3, pp. 970-982, 2013.
H. C. Ansel, N. G. Popovich, and L. V. Allen, Ansel’s Pharmaceutical Dosage
Forms and Drug Delivery Systems, 9th ed. 2011.
C. Zhai, J. Yuan, and Q. Gao, “Stimuli-Sensitive Chitosan-based Systems for
biopharmaceuticals,” Chitosan-Based Syst. Biopharm. Deliv. Target. Polym. Ther.,
pp. 319-332, 2012.
S. R. Mudshinge, A. B. Deore, S. Patil, and C. M. Bhalgat, “Nanoparticles:
Emerging carriers for drug delivery,” Saudi Pharm. J., vol. 19, no. 3, pp. 129-141,
2011.
A. Van Herk, J. Forcada, and G. Pastorin, Controlled Release Systems; Advances
in Nanobottles and Active Nanoparticles. Boca Raton: Taylor & Francis Group,
2016.



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

R. A. Bader and D. A. Putman, Engineering Polymer Systems for Improved Drug
Delivery. 2014.

A. D. Sezer, “Polymer Nanoparticles for Smart Drug Delivery,” in Application of
Nanotechnology in Drug Delivery, B. Devasier and K. Sanghyo, Eds. InTech, 2014,
p. 552.

B. L. Banik, P. Fattahi, and J. L. Brown, “Polymeric nanoparticles: The future of
nanomedicine,” Wiley Interdiscip. Rev. Nanomedicine Nanobiotechnology, vol. 8,
no. 2, pp. 271-299, 2016.

C. E. Carraher Jr., Introduction to Polymer Chemistry, 4th ed. Boca Raton: CRC
Press, 2017.

N. Jawahar and S. Meyyanathan, “Polymeric nanoparticles for drug delivery and
targeting: A comprehensive review,” Int. J. Heal. Allied Sci., vol. 1, no. 4, p. 217,
2012.

B. Voit, R. Haag, D. Appelhans, and P. B. Welzel, BIO- AND MULTIFUNCTIONAL
POLYMER ARCHITECTURES. Preparation, Analytical Methods, and Applications,
1st ed. New Jersey: John Wiley & Sons Inc.

S. Bhatia, Natural Polymer Drug Delivery Systems. 2016.

J. A. Jennings and J. D. Bumgardner, Chitosan Based Biomaterials Volume 1:
Fundamentals, 1st ed. Kidlington, 2017.

C. Larez-Velasquez, “Quitina y quitosano: materiales del pasado para el presente
y el futuro,” Av. en quimica, vol. 1, no. 2, pp. 15-21, 2006.

S.-K. Kim, Chitin, Chitosan, Oligosaccharides and Their Derivatives. Biological
Activities and Applications., 1st ed. Boca Raton: CRC Press, 2010.

Z. Marmol, G. Paez, M. Rincén, K. Araujo, and C. Aiello, “Quitina y Quitosano
polimeros amigables . Una revision de sus aplicaciones Chitin and Chitosan
friendly polymer . A review of their applications,” Rev. Tcnocientifica URU, no.
August 2016, pp. 53-58, 2011.

C. F. Berghoff, “Desarrollo y caracterizacion de matrices compuestas
quitosano/polimero sintetico para regeneracion de tejido 6seo,” pp. 1-229, 2011.
S. B. Rao and C. P. Sharma, “Use of chitosan as a biomaterial : Studies on its
safety and hemostatic potential,” vol. 34, pp. 21-28, 1997.



[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

R. Expdsito-Harris, Quitosano, un biopolimero con aplicaciones en sistemas de
liberacién controlada de farmacos., vol. 17, no. 1. 2007.

S. P. Davis, Chitosan : manufacture, properties, and usage, 1st ed. New York:
Nova Science Publishers, Inc., 2011.

R. A. A. Muzzarelli, “Chemical and Technological Advances in Chitins and
Chitosans Useful for the Formulation of Biopharmaceuticals,” Chitosan-Based
Syst. Biopharm. Deliv. Target. Polym. Ther., pp. 1-21, 2012.

0. Ka??par, M. Jakubec, and F. ??t??p??nek, “Characterization of spray dried
chitosan-TPP microparticles formed by two- and three-fluid nozzles,” Powder
Technol., vol. 240, p. 3140, 2013.

J. Li, M. Kong, X. J. Cheng, J. J. Li, W. F. Liu, and X. G. Chen, “A facile method for
preparing biodegradable chitosan derivatives with low grafting degree of poly(lactic
acid),” Int. J. Biol. Macromol., vol. 49, no. 5, pp. 1016-1021, 2011.

S.-K. Kim, CHITIN and CHITOSAN DERIVATIVES Advances in Drug
Discoveryand Developments, 1st ed. Boca Raton: CRC Press, 2014.

T. Maharana, S. Pattanaik, A. Routaray, N. Nath, and A. K. Sutar, “Synthesis and
characterization of poly(lactic acid) based graft copolymers,” React. Funct. Polym.,
vol. 93, pp. 47-67, 2015.

F. Yao, W. Chen, H. Wang, H. Liu, K. Yao, P. Sun, and H. Lin, “A study on
cytocompatible poly(chitosan-g-I-lactic acid),” Polymer (Guildf)., vol. 44, no. 21, pp.
6435-6441, 2003.

X. Qu, A. Wirsén, and A.-C. Albertsson, “Novel pH-sensitive chitosan hydrogels:
swelling behavior and states of water,” Polymer (Guildf)., vol. 41, no. 12, pp. 4589—
4598, 2000.

Gutiérrez, H. Pulido, and R. De la Vara Salazar, Analisis y Disefio de
Experimentos, 2a ed. Mcexico: Mc Graw Hill, 2008.

M. H. Badii, J. Castillo, M. Rodriguez, A. Wong, and P. Villalpando, “Disefios
experimentales e investigacion cientifica ( Experimental designs and scientific
research ),” InnOvaciOnes de NegQOciOs, vol. 4, no. 2, pp. 283-330, 2007.

D. C. Montgomery, “Disefio Y Analisis De Experimentos,” Limusa Wiley. pp. 21—
692, 2004.



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

B. K. Patel, R. H. Parikh, and P. S. Aboti, “Development of oral sustained release
rifampicin loaded chitosan nanoparticles by design of experiment.,” J. Drug Deliv.,
vol. 2013, p. 370938, 2013.

A. L. de Pinho Neves, C. C. Milioli, L. Mdller, H. G. Riella, N. C. Kuhnen, and H. K.
Stulzer, “Factorial design as tool in chitosan nanoparticles development by ionic
gelation technique,” Colloids Surfaces A Physicochem. Eng. Asp., vol. 445, pp.
34-39, 2014.

A. M. Elwerfalli, A. Al-Kinani, R. G. Alany, and A. EIShaer, “Nano-engineering
chitosan particles to sustain the release of promethazine from orodispersables,”
Carbohydr. Polym., vol. 131, pp. 447-461, 2015.

Y. Huang and Y. Lapitsky, “Monovalent salt enhances colloidal stability during the
formation of chitosan/tripolyphosphate microgels,” Langmuir, vol. 27, no. 17, pp.
10392-10399, 2011.

N. Bhattarai, H. R. Ramay, S. H. Chou, and M. Zhang, “Chitosan and lactic acid-
grafted chitosan nanoparticles as carriers for prolonged drug delivery,” Int. J.
Nanomedicine, vol. 1, no. 2, pp. 181-187, 2006.

L. Bugnicourt, P. Alcouffe, and C. Ladaviére, “Elaboration of chitosan
nanoparticles: Favorable impact of a mild thermal treatment to obtain finely
divided, spherical, and colloidally stable objects,” Colloids Surfaces A
Physicochem. Eng. Asp., vol. 457, pp. 476—486, 2014.

Y. Huang and Y. Lapitsky, “On the kinetics of chitosan/tripolyphosphate micro- and
nanogel aggregation and their effects on particle polydispersity,” J. Colloid
Interface Sci., vol. 486, pp. 27-37, Jan. 2017.

H. Jonassen, A. L. Kjgniksen, and M. Hiorth, “Effects of ionic strength on the size
and compactness of chitosan nanoparticles,” Colloid Polym. Sci., vol. 290, no. 10,
pp. 919-929, 2012.

W. Fan, W. Yan, Z. Xu, and H. Ni, “Formation mechanism of monodisperse, low
molecular weight chitosan nanoparticles by ionic gelation technique,” Colloids
Surfaces B Biointerfaces, vol. 90, no. 1, pp. 21-27, 2012.

Z. S. Sheikholeslami, H. Salimi-Kenari, M. Imani, M. Atai, and A. Nodehi,

“Exploring the effect of formulation parameters on the particle size of



[49]

[50]

[51]

[52]

carboxymethyl chitosan nanoparticles prepared via reverse micellar crosslinking,”
J. Microencapsul., vol. 0, no. 0, pp. 1-10, 2017.

P. Gao, G. Xia, Z. Bao, C. Feng, X. Cheng, M. Kong, Y. Liu, and X. Chen,
“Chitosan based nanoparticles as protein carriers for efficient oral antigen
delivery,” Int. J. Biol. Macromol., vol. 91, pp. 716723, 2016.

S. B. Subramanian, A. P. Francis, and T. Devasena, “Chitosan—starch
nanocomposite particles as a drug carrier for the delivery of bis-desmethoxy
curcumin analog,” Carbohydr. Polym., vol. 114, pp. 170-178, 2014.

Q. Xin, A. Wirsén, and A. C. Albertsson, “Synthesis and characterization of pH-
sensitive hydrogels based on chitosan and D,L-lactic acid,” J. Appl. Polym. Sci.,
vol. 74, no. 13, pp. 3193-3202, 1999.

J. Li, M. Kong, X. J. Cheng, Q. F. Dang, X. Zhou, Y. N. Wei, and X. G. Chen,
“Preparation of biocompatible chitosan grafted poly(lactic acid) nanopatrticles,” Int.
J. Biol. Macromol., vol. 51, no. 3, pp. 221-227, 2012.



10. Anexos
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Anexo 1. ANOVA de DoE factorial fraccionado 2/(3)
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