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RESUMEN

Los sistemas de liberacién de farmacos para el tratamiento de enfermedades cerebrales es un tema
de investigacion altamente estudiado debido a la baja efectividad de los tratamientos
convencionales. Es por ello que, en este trabajo, se sintetizaron nanoparticulas de quitosano (NPs-
CS) con el fin cargar y liberar hidrobromuro de galantamina (GH), el cual es un farmaco utilizado
para controlar la progresion de la enfermedad del Alzheimer. Para obtener particulas con un tamafio
menor a 200 nm (condicién necesaria para depositarse en el cerebro), se utiliz6 el método de
gelacion ionica y se estudio el efecto de tres variables, en tres niveles: peso molecular del quitosano
(bajo, mediano y alto: 110, 194, 267 kDa respectivamente), concentracion del quitosano (CS) en
solucién acuosa (1, 1.5 y 2 mg/ml) y concentracion del tripolifosfato de sodio (TPP). En los
espectros de FTIR de las nanoparticulas, se observé que las vibraciones del grupo amida | (1650
cm™) y amida I1 (1557 cm?) del quitosano puro, fueron desplazadas hasta 1636 cm™ y 1546 cm™,
lo que comprobo la existencia del entrecruzamiento idnico. Por otro lado, la temperatura de
degradacion maxima del quitosano se desplazé de 305°C a 500°C y se le atribuy6 al incremento
de estabilidad térmica del polimero provocado por el entrecruzamiento con el grupo fosfato. De
forma general, se observaron los siguientes efectos: a) a menor peso molecular, menor diametro de
particula, b) el aumento en la concentracion de TPP, provoca que el tamafio de las particulas se
incremente, 0 se empiecen a formar aglomerados y estructuras sin morfologia especifica, c) la
concentracion optima de quitosano en la formacion de NPs fue de 1.5 mg/ml, (concentraciones
mayores 0 menores generan microparticulas o0 masas amorfas). Las nanoparticulas con el tamafio
Optimo para depositarse en el cerebro (170 nm) fueron las obtenidas con las siguientes condiciones:
peso molecular CS: 110 kDa, y una concentracion de CSy TPP de 2.0 y 0.5 mg/ml respectivamente.
Posteriormente, se realizd la carga del GH a las NPs-CS, obteniendo una eficiencia de carga del
19.42%. Asimismo, se comprobd la incorporacion del farmaco en las NPs-CS por medio de FTIR
ya que se genera un ensanchamiento de la banda del grupo -NH (1540 cm™) y la presencia del
grupo C-N (1070 cm'Y), asi como por un aumento en la estabilidad térmica. Por tltimo, se observo
que la cinética de liberacion de la galantamina a partir de NPs-CS se ajustd al modelo de

Korsmeyer-Peppas, en la que el farmaco tiene una liberacion tipo rafaga y despues sostenida.
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ABSTRACT

Drug delivery systems for brain disorders is a research topic highly development due to low
efficacy of the conventional treatments. The current work aimed to prepare chitosan nanoparticles
(NPs-CS) to load and delivery galantamine hydrobromide (GH), a drug used to treat Alzheimer
disease progression. To obtain particles with a diameter < 200 nm (mandatory condition for its
deposition in brain), ionic gelation method was used and the effect of three parameters, at three
levels were studied: chitosan molecular weight (110, 194, 267 kDa), concentration of chitosan
solution (1, 1.5 and 2 mg/ml) and concentration of TPP (0.5, 0.75 and 1.0 mg/ml). FTIR spectra
showed that vibrations of amide | group (1650 cm™) and amide 11 (1557 cm™) of pure chitosan
were shifted to 1636 cm™ and 1546 cm™ in nanoparticles due to ionic cross-linking. On the other
hand, maximum degradation temperature of chitosan was shifted to a higher temperature (305°C
to 500°C) due to increase of thermal stability of polymer caused by cross-linking with phosphate
group. In general, the following effects were observed: a) a lower molecular weight of chitosan led
to a decrease of the particle diameter, b) an increase in TPP concentration causes an increase of
particle size until it generates agglomerates and amorphous structures c¢) the optimum concentration
of chitosan was 1.5 mg/ml, higher or lower concentrations generate microparticles or amorphous
masses. Nanoparticle of 170 nm were synthesized using the following conditions: CS molecular
weight: 110 kDa, CS and TPP concentrations: 2.0 y 0.5 mg/ml respectively. The loading of GH
into NPs-CS was carried out, obtaining a loading efficiency of 19.42%. The incorporation of the
drug in the NPs-CS was confirmed by FTIR, widening the band of the -NH group (1540 cm-1) and
the appearance of the CN group (1070 cm™), as well as an rease in thermal stability of
nanoparticles. Finally, it was observed that the galantamine release kinetic from NPs-CS fits to
Korsmeyer-Peppas model, in which the drug has a burst-type release followed of a sustained

release.

viii



INTRODUCCION

Los sistemas de liberacion de farmacos (DDS por sus siglas en inglés) pertenecen a una de las
lineas de investigacion méas prometedoras dentro de la tecnologia farmacéutica, debido a que en
los tratamientos médicos convencionales el principio activo puede presentar una alta toxicidad o
éste no logra estar disponible en una zona especifica del cuerpo. El uso de nanoparticulas como
DDS podria ayudar a incrementar la efectividad de los tratamientos debido a que estas estructuras
son capaces de proteger, transportar y liberar el f&rmaco en un sitio especifico. En los ultimos afios,
los biomateriales de base polimérica han despertado un gran interés en la preparacion de
nanoparticulas para DDS, ya que éstos se han visto involucrados en la cura, diagnostico y

tratamiento de enfermedades.

Por otra parte, la dosificacion de farmacos al sistema nervioso central (SNC), implica desafios
interesantes ya que la molécula del principio activo no logra atravesar la barrera hematoencefalica,
lo que provoca una baja efectividad de los tratamientos; un ejemplo de esto es el hidrobromuro de
galantamina (GH), el cual es un farmaco empleado para tratar la demencia por Alzheimer. Debido
a lo anterior, nanoparticulas poliméricas han sido estudiadas con el fin de transportar al GH y
liberarlo en el SNC.

El quitosano (CS) es un polimero prometedor para preparar dichas nanoparticulas ya que no solo
protege el principio activo, sino que lo libera de forma controlada en el cerebro; todo esto es posible
porque las nanoestructuras de quitosano son biocompatibles y biodegradables. EI método mas
utilizado en la preparacion de nanoparticulas a partir del del quitosano (NPs-CS) es el de gelacion
iGnica, en donde, a través del manejo de diversas variables del proceso, es posible obtener particulas

con las caracteristicas (tamafio, morfologia, carga superficial, etc.) adecuadas para esta aplicacion.

Las NPs-CS ya han sido utilizadas con el fin de liberar diversos farmacos en el SNC, por lo que
existen numerosos reportes al respecto; sin embargo, no se ha estudiado de forma simultanea el
efecto del peso molecular del CS y las concentraciones en solucion de los reactivos involucrados
(CS vy tripolifosfato de sodio, TPP), sobre las propiedades fisicoquimicas y morfologicas de las
NPs-CS. Por lo tanto, en este trabajo se propone estudiar el efecto de las variables mencionadas de
manera simultanea, con la finalidad de obtener NPs-CS adecuadas para su potencial aplicacion

como sistema de liberacion controlada del hidrobromuro de galantamina.



El presente trabajo esta dividido de la siguiente manera; en el primer capitulo se presentan los
antecedentes del trabajo en conjunto con el marco teorico, en el cual se define qué es un sistema
de liberacidn de farmacos y se detallan sus caracteristicas mas importantes; luego se presentan las
diferentes particulas utilizadas para cargar y transportar farmacos a través del cuerpo humano vy,
finalmente, se profundiza acerca de la preparacion de nanoparticulas de quitosano y su aplicacion
para cargar y liberar farmacos como el hidrobromuro de galantamina en el cerebro. En el mismo
capitulo se formula la justificacion del proyecto, la hipdtesis y sus objetivos. En el capitulo 2 se
enlistan los materiales utilizados y se describe la parte experimental, donde se documenta la
preparacion y caracterizacion de las nanoparticulas de quitosano cargadas con hidrobromuro de
galantamina; también se detalla el estudio de la liberacion in vitro de la galantamina a partir de
nanoparticulas de quitosano. En el capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos de la
caracterizacion y los estudios de liberacion, asi como la discusion correspondiente. Finalmente se
presentan las conclusiones a las que se llegaron con los resultados obtenidos en este trabajo y las

recomendaciones.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES
1.1 Sistemas de liberacion de farmacos

La liberacion de farmacos es el proceso por medio del cual se suministra un compuesto
farmacéutico (droga), que proporciona un efecto terapéutico a humanos o animales [1]. A pesar del
beneficio proporcionado por este proceso, existen algunos inconvenientes asociados al farmaco,
que pueden ocasionar su incorrecta distribucién en el organismo, haciendo que el principio activo
quede fuera de su intervalo terapéutico (inactivo), o bien que éste sea superado, teniendo efectos
toxicos o secundarios para la salud. El rango terapéutico esta definido como el intervalo en que la
concentracion de la droga presente en el plasma hace que el medicamento sea efectivo [2], y debe
de encontrarse arriba de la concentracion minima efectiva (MEC por sus siglas en inglés) y por
debajo de la concentracion toxica minima (MTC por sus siglas en inglés) [3]. Cuando se alcanza
la concentracion adecuada, el efecto terapéutico tiene una duracion "At", tal y como se muestra en

la Figura 1.1.
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Figura 1. 1. Liberacion de farmacos en el rango terapéutico.

La liberacion de farmacos puede darse de dos formas: por liberacion inmediata (Figura 1.2, curva
a) o liberacion modificada (curvas b ¢ c¢). En la primera de ellas, el medicamento es liberado
inmediatamente después de la administracion, iniciando de esta manera la accion terapéutica; su
duracion dependera del tiempo en el que la concentracion del farmaco en el plasma esté por encima

de la MEC. La segunda forma de liberacion se le conoce como liberacion modificada y tiene como
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objetivo modificar el perfil de liberacion segun los requerimientos de la zona y los objetivos
terapéuticos. El sistema de liberacion modificada se sub-divide en liberacion extendida (ver Figura
1.2, curva b) y liberacion retardada (ver Figura 1.2, curva c¢). En la primera, la liberacion del
farmaco se prolonga por méas tiempo con el objetivo de reducir la frecuencia de dosificacion y, por
lo tanto, el medicamento se encuentra disponible en el plasma sanguineo por un mayor periodo de
tiempo después de la ingestion. En el segundo, el farmaco se libera en algin punto después de la
administracion inicial, haciendo que la concentracion del mismo en el plasma se demore cierto

tiempo en alcanzar el rango terapéutico [3].

Toxico

MTC
2
)
E Rango

Terapéutico

MEC

Concentracion del farmaco en el plasma

Inactivo

Tiempo (h)

Figura 1. 2. Tipos de liberacion de farmacos. a) inmediata; y modificada: b) extendida y c)
retardada

Un sistema de liberacion de farmacos tiene como objetivo final que el principio activo se encuentre
en una concentracion adecuada. Para evaluar la eficacia de los nuevos métodos de liberacion de
farmacos se necesita determinar tanto la via de administracion del medicamento, como estudiar la
farmacocinética y la farmacodinamica del sistema de liberacién. La farmacocinética describe el
paso del farmaco a través del organismo, mientras que la farmacodinamica se refiere a la relacién
entre la concentracion del farmaco en el sitio de accion y el efecto resultante [4, 2]. Ademas de lo
anterior, es necesario conocer la cinética de liberacion del sistema, la cual es determinada por
modelos matematicos obtenidos a partir de disefios experimentales de sistemas in vivo o in vitro
para predecir su comportamiento [5]. En ocasiones es posible obtener una ecuacion que describa

la dependencia de la funcidn de liberacion con respecto del tiempo. La modelacion matematica de
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la cinética de liberacion agrega valor al sistema de liberacion del farmaco al asegurar que su disefio
sea el 6ptimo [6]. Por lo tanto, al describir las caracteristicas antes mencionadas, se puede realizar
un correcto monitoreo terapéutico, lo cual determinara la eficacia y la seguridad del nuevo sistema

de liberacién del farmaco.

1.2 Liberacion de farmacos en el cerebro

Un inconveniente al liberar farmacos en el sistema nervioso central (SNC), es que la mayoria de
estos compuestos, por su estructura quimica, son incapaces de atravesar la barrera
hematoencefalica (BBB por sus siglas en inglés) in vivo [7]. La BBB estd basada en uniones
estrechas de células epiteliales que forman capilares (ver Figura 1.3), los cuales actian como una
barrera primaria; dicha conformacién provoca que la BBB sea impermeable (98-100%) para la
mayoria de las moléculas en condiciones normales, lo cual genera una baja eficiencia en los
tratamientos para enfermedades cerebrales [8]. Es por esta razon que muy pocos de los farmacos
utilizados para el tratamiento de desordenes del SNC han llegado al mercado (3-5%) [7]. En
consecuencia, el estudio de la liberacién de farmacos, asi como el desarrollo de nuevas estrategias
para tratar desordenes del SNC y enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el

Alzheimer, son dos de los nichos de estudio mas desafiantes y costosos que existen en la actualidad

9.
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Figura 1. 3. Cruce de moléculas a través de la barrera hematoencefalica.

La enfermedad de Alzheimer (AD) es el trastorno neurodegenerativo mas comun y es, ademas, uno
de los que requiere tratamientos de los mas costosos que existen. En este padecimiento, ocurre la
pérdida de la estructura sindptica y, por lo tanto, la disminucion del nimero de sinapsis, lo cual
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provoca la pérdida de memoria, desorientacion espacial y una marcada disminucion de la capacidad
intelectual [10]. Existen diversas drogas aprobadas por la Administracion de alimentos y
medicamentos de los Estados Unidos (FDA), para controlar el progreso de esta enfermedad, como
es el hidrobromuro de galantamina, la rivastigma, el donezepil y la memantina. Estos
medicamentos se administran al paciente en dosis elevadas, ya que solo una fraccion de ellos es
capaz de llegar al cerebro. Esto ultimo provoca diversos efectos secundarios en el paciente, como
nauseas, vomito y diarrea [11]. Es por ello que, para mejorar la eficacia del tratamiento del AD y
lograr la disminucion de los efectos secundarios, resulta necesario la formulacion de nuevos

sistemas que conduzcan de forma dirigida la droga al cerebro y controlen su liberacién.

Una de las formas méas modernas para la dosificacion de drogas en el SNC es el uso de sistemas de
liberacion controlada de farmacos, los cuales son capaces de dirigirse a un sitio especifico del
cuerpo. Entre éstos, se pueden mencionar diversas nanoparticulas que actdan como
nanoacarreadores del farmaco tales como los dendrimeros, liposomas, fullerenos, particulas
magnéticas, micelas y nanoparticulas poliméricas. Dichos sistemas han demostrado tener el
potencial de liberar y aumentar la concentracion de los farmacos en el cerebro, lo cual es

sumamente importante en el desarrollo de nuevos tratamientos dirigidos al SNC [8,11].

1.3 Nanoparticulas como sistemas de liberacion controlada de farmacos

Las nanoparticulas (NPs) generalmente varian de tamafio de 1 a 100 nm y se obtienen a partir de
diversos materiales, ya sea de origen natural o sintético [12]. Se ha observado que las NPs tienen
la capacidad de transportar diversos farmacos, incrementar la concentracion local de éstos y
controlar su perfil de liberacion; de esta manera es posible proveer al organismo de medicamentos
de manera controlada, incrementando su efecto terapéutico y minimizando los efectos secundarios
[13]. Esto ultimo puede traer beneficios inmediatos a la investigacion y a la practica de la medicina,
asi como una mejora en la calidad de vida de las personas, al incrementar la precision y efectividad

de los tratamientos.

Las nanoparticulas usadas como sistemas de liberacion de farmacos pueden clasificarse como

nanoparticulas lipidicas, inorganicas y poliméricas; todas ellas se describen a continuacion.

o Nanoparticulas Lipidicas: particulas hechas de lipidos y agua, también conocidas como
liposomas, las cuales tienen una estructura formada por una bicapa de fosfolipidos. Son
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sistemas biocompatibles capaces de transportar farmacos y dirigirlos al sitio de accion, sin
embargo, tienen una baja capacidad de encapsulacion y fuga del farmaco, por lo que su
desarrollo ha sido limitado [14].

Nanoparticulas Inorgénicas: son estructuras a las que se ha minimizado su uso en
aplicaciones biomédicas debido a cuestiones de toxicidad, sin embargo, éstas poseen
buenas propiedades Opticas, eléctricas y fisicas. Ejemplos de este tipo de estructuras son
los nanotubos de carbono, metales y 6xidos metalicos [15].

Nanoparticulas Poliméricas: ofrecen una buena estabilidad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, baja toxicidad, asi como la capacidad de proteger y transportar
farmacos. Debido a las caracteristicas anteriores, se han utilizado nanoparticulas a base de
polimeros para evaluar su posible aplicacién como sistemas de liberacion controlada de
farmacos. Entre ellas se encuentran nanoestructuras como los dendrimeros, las nanoesferas

y las nanocépsulas [12,16].

Fulerenos NPs Metalicas Nanocapsulas ~ Nanoesferas

Liposomas Nanotubos de
carbono
Dendrimeros
Lipidicas Inorganicas Poliméricas

Figura 1. 4. Clasificacién de las nanoparticulas utilizadas como sistemas de liberacién
controlada de farmacos.

1.4 Nanoparticulas poliméricas como sistemas de liberacion de farmacos

Un polimero utilizado para liberar farmacos debe ser quimicamente inerte, no téxico y estar libre

de impurezas; poseer una estructura fisica apropiada, con un envejecimiento minimo no deseado y

ser facilmente detectable. Los polimeros utilizados para preparar nanoparticulas pueden ser

obtenidos a partir de métodos sintéticos, como el poli(acido lactico) (PLA), o provenir de la

naturaleza, como los polisacaridos (por ejemplo, el quitosano y el colageno) [19,20]. Varios de

estos polimeros han sido sometidos a mejoras en sus procesos de manufactura, o se les ha realizado
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funcionalizaciones, para ser utilizados de forma efectiva como sistemas de liberacion de farmacos

[18].

Las nanoparticulas poliméricas deben poseer ciertas caracteristicas fisicoquimicas y morfoldgicas

para desempefiarse correctamente como sistemas de liberacion de farmacos; algunas de las

propiedades de la particula que deben de tomarse en cuenta son las siguientes:

o

Interaccion con farmacos: algunas de las propiedades de las particulas que influyen en la

carga del farmaco son la composicién, el tamafio y la carga superficial [23]. Ademas, el
polimero con el que se sintetiza la nanoparticula puede ser modificado de forma quimica,
para que su interaccion con el compuesto activo sea mas efectiva, y de esta manera sean
aptos para ser utilizados como DDS [18].

Peso molecular (PM) del polimero: es un parametro que afecta de manera directa, tanto al

tamafo de las NPs obtenidas, como a la eficiencia de encapsulacion del farmaco. Por
ejemplo, los polimeros con un PM alto generaran particulas con un mayor tamafio y, por lo
tanto, un mayor espacio disponible para encapsular farmacos; en contraste, si las particulas
se obtienen a partir de polimeros con PM medio o bajo, tanto el tamafio de la particula como
la eficiencia de encapsulacion se reduciran. A pesar de lo anterior, se suelen utilizar en la
mayoria de los casos polimeros con pesos moleculares bajos para obtener particulas con un
tamafo aproximado de 100 nm, ya que estas nanoparticulas logran depositarse eficazmente
en un mayor nimero de tejidos, aunque la cantidad de farmaco encapsulado no sea muy
grande [26].

Tamafio promedio de particula: al poseer dimensiones nanomeétricas, las particulas tienen

la capacidad de ser capturadas por varios tipos de células y de penetrar microcapilares,
epitelios, tumores o vasos sanguineos. Ademas, el tamafio puede ser un factor importante
para el tejido al que se dirige la liberacion del medicamento; las mas pequefias (<20-30nm)
se eliminan por excrecién renal; las que tienen un tamarfio de 30-150 nm se almacenan en
la médula Gsea, el cerebro, el corazdn, el rifién y el estdbmago; las de 150-300 nm, en el
higado y vaso; mientras que las nanoparticulas de mas de 300 nanometros (>300 nm) son
absorbidas por los fagocitos [22]. Finalmente, el tamafio de particula puede influir en la
cantidad de farmaco cargado y en el perfil de liberacién del mismo. Por lo antes
mencionado, las NPs poliméricas con tamafios de 10 a 200 nm son altamente estudiadas



con el fin de liberar farmacos de manera controlada, ya que, si las particulas se encuentran
cargadas con algun tipo de farmaco, éstas podran entregarlo y acumularlo en el tejido que
se pretenda [24,25].

o Carga en la superficie: es un parametro que se mide a partir del potencial zeta (PZ) de la
particula, el cual esta influenciado por la composicién quimica de la misma, sus grupos
funcionales y el medio en el que se encuentran dispersas. Este potencial eléctrico determina
varias propiedades como la solubilidad de las nanoparticulas y su estabilidad en suspension.
Ademas, el PZ puede ser utilizado para determinar si la molécula del farmaco se encuentra

cargada en el centro de la nanoparticula, o en su superficie [27,28].

Como se menciond anteriormente, las nanoparticulas poliméricas pueden ser nanoesferas o
nanocapsulas. Las nanoesferas (Figura 1.5a) son sistemas de tipo matricial, es decir, particulas cuya
masa es solida y el farmaco esta uniformemente distribuido, ya sea en el interior de la matriz o en
su superficie, mientras que una nanocapsula (Figura 1.5 b) es un sistema vesicular que actlla como
un reservorio, en el que el farmaco se encuentra atrapado en una cavidad que consiste en un ndcleo

liquido interior, rodeado por una pared polimérica sélida [21].

I Matriz Polimérica [l Pared Polimérica
® Farmaco [0 Nacleo

Figura 1. 5. Nanoparticulas poliméricas: a) nanoesfera, b) nanocépsula.

Generalmente, el farmaco es disuelto, atrapado y cargado en la matriz o nucleo de la particula y, el
método con el que se realice la carga dependera del tipo de particula (nanoesfera o nanocapsula) a
la que se le pretenda afiadir el compuesto activo, el cual no requiere de modificaciones quimicas

para ser incorporado [21].



La carga del farmaco se realiza aplicando uno de los siguientes métodos: adsorcion o absorcion.
En el primero de ellos, el compuesto activo se incorpora cuando se realiza la sintesis de la
nanoparticula, mientras que, en el segundo, la carga se lleva a cabo después de la formacion de
ésta. La capacidad de carga del farmaco, asi como la eficiencia de atrapamiento, dependera de la
solubilidad del farmaco en la matriz del material excipiente (polimero sé6lido o disperso en un
liquido), el peso molecular del polimero, las interacciones farmaco-polimero y la presencia de

grupos funcionales en el farmaco o matriz polimérica (i.e., éster o carboxilo) [24].

1.5 Quitosano

El quitosano (CS) es un polisacéarido lineal, obtenido por la desacetilacion alcalina de la quitina, la
cual es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza, solo después de la celulosa;
generalmente se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos y en las paredes celulares de los
hongos. Quimicamente es un polisacarido compuesto por unidades de N-acetil-D-glucosamina y
D-glucosamina, unidas por enlaces 1-4-B-glucosidicos. Es un biopolimero utilizado para preparar
nanoparticulas debido a su carécter cationico, y en su estructura (ver Figura 1.6) tiene un grupo
amino (NH2) y dos hidroxilos (OH) libres, los cuales le da al quitosano la capacidad de formar

puentes de hidrogeno y enlaces quimicos o fisicos [28,29].
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Figura 1. 6. Estructura quimica del quitosano.

De manera comercial, el quitosano posee un peso molecular promedio en el intervalo de 3.8 x10°
a 2x10° Daltons (Da) y un grado de desacetilacion (GD) que es proporcional al nimero de los
residuos de glucosamina del 66 al 100% [30,31]. Es altamente insoluble en agua por lo que debe

ser solubilizado en soluciones &cidas diluidas, antes de usarlo [32].

El quitosano reacciona como un cuerpo extrafio cuando es implantado en tejidos, aunque el grado
de esta reaccion estd en funcion de la morfologia de las particulas obtenidas a partir de este

polimero (i.e. nanoparticulas, fibras). Las propiedades morfoldgicas del quitosano estan en funcion
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de su método de obtencion, pero también dependen del PM y el GD del polimero, ya que estos
pardmetros denotan la cantidad de grupos funcionales que estan disponibles para interaccionar con

otros sistemas [33].

El quitosano puede ser degradado por agua (hidrolizado) o por medio de lisozimas, por lo que es
considerado un material biodegradable, y sus residuos resultan ser no téxicos. También posee
propiedades antimicrobianas y efectos estimulantes en la cicatrizacion de heridas, aunque al ser
implantado en algun tejido no se puede evitar inducir reacciones inflamatorias [34,35]. Ademas,
tiene una fuerte adhesion a la mucosa, por lo que se administra al cuerpo de forma oral, pulmonar
0 nasal; esto ocurre por la interaccion de los grupos aminos (cargas positivas) que lo conforman,
con la mucosa que estd cargada negativamente [36]. Sus fuerzas moleculares formadas por
interacciones electroestaticas entre la carga positiva del quitosano y la carga negativa de las
superficies mucosas son atribuidas a: i) los puentes de hidrégeno causados por los grupos -OH 'y —

NH2; ii) el peso molecular y iii) la suficiente flexibilidad de cadena [37-39].

1.6 Obtencion de nanoparticulas de quitosano cargadas con farmacos (Antecedentes).

Las nanoparticulas de quitosano (NPs-CS) pueden ser sintetizadas por medio de dos técnicas
diferentes: “de abajo hacia arriba” (Bottom-up) o “de arriba hacia abajo” (Top-down). La primera
consiste en el ensamblaje de atomos o moléculas, ya sea por enlaces fisicos o quimicos, que en
conjunto formaran la nanoestructura. En la segunda se utiliza la descomposicion de compuestos de
mayor tamafio por medio de fuerzas quimicas o fisicas, hasta llegar a la nanoescala [40]. Existen
diferentes métodos reportados en la literatura para la preparacion de las NPs-CS por Bottom-up,

tales como la co-precipitacion, reticulacion quimica, emulsificacion y gelacién idnica.

El método que se ha encontrado con més frecuencia en la literatura para la obtencion de
nanoparticulas de quitosano ha sido el de gelacion ionica, el cual fue propuesto por Calvo et
al.,1997 [41]. En este método se utilizan polimeros hidrofilicos que se disuelven en una solucion
acuosa, y posteriormente se induce la gelacién en la solucion resultante. EI proceso de gelacién se
logra con el uso de agentes de entrecruzamiento y se lleva a cabo mediante la reticulacion ionica
intermolecular, entre las cadenas cargadas positiva y negativamente [42]. En la sintesis de NPs-CS
por gelacion idnica, el quitosano se disuelve en una solucion &cida para lograr la protonacion de

los grupos aminos (Figura 1.6 a), los cudles interaccionarén con el entrecruzante. El agente de
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entrecruzamiento mas utilizado para la obtencién de NPs-CS es el tripolifosfato de pentasodio
(TPP), el cual es una molécula cargada negativamente (Figura 1. 7 b) que se encuentra disuelto en
agua. A diferencia de los otros métodos mencionados, el de gelacion ionica resulta sencillo y

econémico [43-45].
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Figura 1. 7. Entrecruzamiento iénico entre el a) quitosano protonado y el b) tripolifosfato de
sodio.

Una desventaja de usar polimeros naturales como el quitosano para preparar NPs, es la variabilidad
en las propiedades de las particulas obtenidas (tamafio, forma, potencial zeta, entre otras), por lo
que la determinacién del efecto de las variables involucradas durante la gelacion idnica resulta
fundamental. Algunos de los factores que afectan las propiedades de las particulas son: las
concentraciones del polimero y el entrecruzante, al igual que su razon de masas; el peso molecular

del polimero, la forma de agitacion y el pH del sistema [46].

Se ha observado que el tamafio de las nanoparticulas depende en gran medida de la concentracion
de las soluciones acuosas del CS y del TPP. Fathalla et al. [47] detecté que el tamafio de las NP-
CS se reducia si la concentracion de CS disminuia. Asimismo, Hanafy et al. [48] determind que la
formacion de NPs-CS ocurria en concentraciones de TPP por debajo de 1.5 mg/ml; mientras que
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Fan et al. [27], sugiere que, para evitar la formacion de microparticulas y agregados, la solucion de
CS utilizada debe estar por debajo de 2 mg/ml. Ademas, Pan et al [49], observo que existia la
formacion de NPs-CS cuando las concentraciones de CS 'y TPP estaban en un rango de 0.9-3 mg/ml

y 0.3-0.8 mg/ml respectivamente.

Respecto al peso molecular (PM) del quitosano, en la investigacion hecha por Jin et al. [43] se
reporté que el tamafio de las NPs-CS disminuia cuando el PM del CS se reducia. Este mismo
comportamiento fue descrito por Wu et al. [50] quienes ademas detectaron que no existia un cambio
significativo de otras propiedades fisicoquimicas de las NPs-CS, como potencial zeta con respecto
al PM del CS.

Los estudios presentados tienen como denominador comun la obtencién de NPs-CS con
propiedades fisicoquimicas y morfoldgicas adecuadas, por medio de la variacion de algin
parametro durante su obtencion, ya sea las concentraciones de las soluciones de CSy TPP, o bien,
el peso molecular del CS; sin embargo, no se han realizado trabajos que estudien estas variables de

forma simultanea.

Particularmente, al utilizar el método de gelacion idnica, la carga del farmaco se lleva a cabo
durante la formacién de las nanoparticulas de quitosano [51]. Para ello se disuelve el compuesto
activo en la solucion acuosa del quitosano, para promover la complejacién polimero-farmaco, y
posteriormente se agrega el TPP para que ocurra el entrecruzamiento iénico entre las moléculas
del CSy el TPP; de esta manera se generara la particula cargada [48,52]. El proceso antes descrito

se ilustra en la Figura 1.8.
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Figura 1. 8. Carga del fArmaco durante el proceso de gelacion iénica. Imagen tomada y
adaptada de [46].
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1.7 Nanoparticulas de quitosano para la liberacion de farmacos en el cerebro

Las nanoparticulas de quitosano (NPs-CS) son consideradas como excelentes transportadoras de
farmacos (drogas), debido a las propiedades intrinsecas que posee este biopolimero, tales como:
biocompatibilidad, biodegradabilidad, bioactividad y una baja toxicidad; ademas este tipo de

particulas son de fécil preparacion [53].

Por otro lado, las nanoparticulas hechas a base de quitosano tienen la capacidad de proteger a la
droga cargada, transportarla a través de la barrera hematoencefalica y aumentar la concentracion
de ésta en el cerebro durante prolongados periodos de tiempo [54]. Asimismo, se ha observado que
al utilizar NPs-CS como transportadoras de drogas a través de la BBB, se obtienen efectos
neuroprotectores y una mejoria en las funciones cognitivas, por lo que se cree que es un candidato

ideal para tratar y prevenir algunos sintomas de la enfermedad del Alzheimer [55].

También se ha reportado que las NPs-CS han liberado de forma sostenida diversos tipos de
farmacos en el cerebro; entre éstos se pueden mencionar a la piperina, la rivastigma y el
hidrobromuro de galantamina [48, 36-58]. De manera particular, el hidrobromuro de galantamina
(GH) (ver Figura 1.9) es el farmaco que se utiliz6 en este trabajo, ya que es uno de los farmacos
mas utilizados para retardar la progresion de la enfermedad del Alzheimer y el Parkinson; ademés
se ha comprobado que esta molécula logra una biodisponibilidad (capacidad de ser absorbida por
el cuerpo) del 90 al 100%, aungue su efectividad decrece significativamente debido a que tiene una
baja penetracion en la barrera hematoencefalica y por lo tanto una baja concentracion en el tejido
cerebral [59].

Figura 1. 9. Estructura quimica del hidrobromuro de galantamina (GH).

Como se ha mencionado anteriormente, el GH ya ha sido cargado en NPs-CS; sin embargo, han
existido problemas durante su incorporacion debido a que, tanto el CS como el farmaco poseen
naturaleza catiénica cuando ambos se encuentran en un medio acido. En consecuencia, se presenta

una baja eficiencia de encapsulacion de la molécula del fa&rmaco en las NPs-CS vy, para

14



incrementarla, se ha optado por la formacion de complejos entre el quitosano y el hidrobromuro de
galantamina (ver Figura 1.10) antes de la formacion de las NPs, tal y como reportaron Hanafy et al
[48]. Ademas, James et al [52] propusieron este mismo procedimiento al incorporar otra droga

cationica a las NPs-CS.

Figura 1. 10. Formacion de complejos entre el quitosano y el hidrobromuro de galantamina.
Imagen tomada de Hanafy et al. [25].

Como se puede observar de la literatura citada, son muy pocos los estudios en los cuales se describa
la interaccion del hidrobromuro de galantamina con las NPs-CS, por lo que ain no existe un
comportamiento claro de la encapsulacién del GH en las NPs-CS y una modelacion de la cinética

de liberaciéon de la droga.

Con base en los antecedentes expuestos, este trabajo tuvo como objetivo sintetizar NPs-CS
esféricas, con un didmetro en el intervalo de 50-200 nm. Para obtener las NPs-CS con las
caracteristicas antes mencionadas, se proponen condiciones experimentales de sintesis, derivadas
del estudio de tres variables, en tres niveles: peso molecular del CS (bajo, mediano y alto);
concentracion del CS (1.0, 1.5, 2.0 mg/ml) y concentracion del TPP (0.5, 0.75, 1.0 mg/ml).
Posterior a esto, se eligio la condicion dptima de sintesis y se sintetizaron NPs-CS cargadas con
hidrobromuro de galantamina, para después determinar la eficiencia de carga del farmaco y realizar

la modelacion de la cinética de liberacién in vitro.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

El estudio de las tres variables involucradas en el proceso de sintesis de NP-CS (peso molecular

del quitosano y concentraciones en solucion acuosa del quitosano y tripolifosfato de pentasodio

permitira obtener nanoparticulas de quitosano, cargadas con GH, con una morfologia esférica y

diametros de 50-200 nm, con capacidad para cargar y liberar hidrobromuro de galantamina de

manera controlada, en experimentos in vitro.

Objetivo general

Estudiar el efecto del peso molecular, la concentracion del quitosano, asi como la concentracion

del tripolifosfato de sodio, sobre la forma y tamafio de las nanoparticulas obtenidas cargadas con

hidrobromuro de galantamina.

Objetivos particulares

Sintetizar nanoparticulas de quitosano, mediante el método de gelacion idnica, variando el peso
molecular del quitosano y las concentraciones de quitosano Yy tripolifosfato de sodio.
Caracterizar fisicoquimica y morfoldgicamente las nanoparticulas de quitosano obtenidas,
mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), microscopia
electronica de barrido (SEM), microscopia de fuerza atémica (AFM) vy andlisis
termogravimétrico (TGA).

Preparar nanoparticulas de quitosano cargadas con hidrobromuro de galantamina.
Caracterizar las nanoparticulas de quitosano cargadas con hidrobromuro de galantamina
mediante FTIR, SEM. AFM y TGA.

Estudiar la cinética de liberacion del hidrobromuro de galantamina a partir de nanoparticulas
de quitosano, mediante espectrometria UV-Vis.

Modelar la cinética de liberacion del hidrobromuro de galantamina in vitro a partir de

nanoparticulas de quitosano.
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CAPITULO 2. METODOLOGIA
2.1 Materiales

En la preparacion de las particulas se utilizaron tres tipos de quitosano (CS): de bajo (110 kDa),
mediano (194 kDa) y alto (267 kDa) peso molecular. Para disolver el quitosano se empled una
solucion de acido acético glacial al 1% v/v con una pureza > 99%; el pH de la solucidn resultante
se ajusto a 4.5 utilizando NaOH. Para la determinacién del peso molecular del polimero se empleo
una solucién de acetato de sodio. Como agente entrecruzante se empleo el tripolifosfato de
pentasodio (TPP). Por ultimo, el farmaco que se carg6 en las nanoparticulas fue el hidrobromuro
de galantamina (GH). Todos los reactivos utilizados fueron adquiridos de Sigma Aldrich Co.
(USA).

2.2. Esquema general de trabajo

La metodologia de este trabajo se puede dividir en tres etapas principales, las cuales se muestran

en la Figura 2.1.

I. Caracterizacion fisicoquimica del material

Quitosano Hidrobromuro de
Galantamina
* Pesomolecular
« Grado de acetilacion e UV-vis. -Apax
¢ FTIR y TGA « FTIRy TGA

IL. Sintesisy caracterizacion de nanoparticulas de quitosano

Preparacion por Gelacion ionica Caracterizacion
Peso molecular del CS (110, 194 y 267 kDa) Fisicoquimica: FTIR y
Concentracion CS (1.0, 1.5 y 2.0 mg/ml) TGA
Concentracion TPP (0.5, 0.75 y 1.0 mg/ml) Morfologica: SEM y AFM

Eleccion de una condicion optima de sintesis

ITI. Cinética de liberacion

Preparaciéon y + Liberacion del GH in

caracterizacion de vitro.
I;II;S-CS TGN T + Modelamiento de la

cinética de liberacion

Figura 2. 1. Etapas principales del trabajo.
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2.3 Caracterizacion del quitosano
2.3.1 Peso molecular

El peso molecular promedio viscoso (Mv) del quitosano se determiné por medio de la técnica de
viscosimetria capilar. Para ello se utilizd un viscosimetro capilar tipo Ubbelhode No. 75, equipado
con un bafio termostatico controlado por un recirculador de agua a 25.0 £ 0.1 °C. Las muestras de
quitosano se prepararon utilizando un sistema de disolventes formado por acido acético 0.3 My
acetato de sodio 0.2 M (pH 4.5). Las concentraciones del polimero fueron: 1.00 x 10 3, 8.69 x 10
4, 8.00 x 10 #, 7.40 x 10 *y 6.66 x 10" * g/ml. La viscosidad intrinseca [n] se determind

graficamente utilizando las siguientes ecuaciones:

Viscosidad relativa [nrel]ztio (2.1)
Viscosidad intrinseca [nsp] =11 (2.2)
Viscosidad reducida [nre al= ncﬂ (2.3)
Viscosidad inherente [ninh]: %red) (2.4)

Donde t es el tiempo en que fluye un volumen determinado de la disolucién por el capilar del

viscosimetro, t, es el tiempo de paso del disolvente y C es la concentracién de la disolucion.

Posteriormente, se aplicaron las ecuaciones de Huggins y Kraemer, las cuales generan dos lineas
rectas que, extrapoladas a cero coinciden con el pardmetro viscosimétrico [n] [60]. Este parametro
se conoce como viscosidad intrinseca y esta directamente relacionado con el peso molecular del

polimero en disolucion.

., . n
Ecuacion de Huggins M.oal= % = ] + ku[Mm]?c (2.5)
L
Ecuacion de Kramer [ninh]: n(:sp) = [n] - ke[n]2c (2.6)

Donde ky y ki son constantes que dependen del tipo de polimero, disolvente y temperatura.

Una vez determinada [n], ésta se utiliz6 para calcular el peso molecular promedio viscoso, a partir
de la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada.
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1
My = (%) (2.7)

Donde K y a son dos constantes que dependen del sistema tampon. Los valores para Ky «

utilizados en este trabajo se reportan en la seccion 3.1.1.

2.3.2 Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de infrarrojo de los tres tipos de quitosano fueron obtenidos utilizando un equipo
Thermo Scientific Nicolet 8700, mediante la técnica de reflectancia total atenuada (ATR por sus
siglas en inglés) usando un cristal de Ge. El estudio se realizo en un intervalo de nimero de onda

de 4000-650 cm™ con una resolucion de 4 cm™ y un promedio de 50 barridos.

2.3.3 Grado de desacetilacion

Para determinar el grado de desacetilacion (GD) del quitosano, se realizé un estudio cuantitativo a
partir de los espectros infrarrojos obtenidos (en modo de absorbancia), siguiendo el método
propuesto por Brugnerotto y colaboradores [61]. Como primer paso se calcul6 el grado de N-
acetilacion; para ello se determinaron las areas bajo la curva de la banda caracteristica del grupo
amida 111 (1310 cm™) y como referencia se utilizé la banda de los grupos metilo (1380 cm™),

posteriormente se aplicé la siguiente ecuacion empirica:

— _ Ai310
Grado de N-acetilacion (%) =31.92 1 -12.2 (2.8)

1380

Donde A ;35 Y Aj3g0 S0N las areas bajo la curva de las bandas en 1310 y 1380 cm™ respectivamente;
y 31.92y 12.2 son los valores de la pendiente y ordenada al origen de una recta construida de forma

experimental por [61].
Finalmente, el grado de desacetilacion (GD) fue calculado con la siguiente ecuacion:

Grado de desacetilacion (%) = 100 - Grado de N-acetilacion (2.9)

2.3.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

El ensayo sirvio para determinar los eventos de degradacion térmica del quitosano puro, y
posteriormente compararlos con los del quitosano entrecruzado. Los experimentos se llevaron a

cabo en un equipo Perkin EImer TGA-7 en un intervalo de temperatura de 50 °C a 650 °C, con una
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tasa de calentamiento de 10 °C/min, bajo una atmdsfera de nitrogeno; para ello, se utilizaron

muestras de 10 mg.

2.4 Caracterizacion del hidrobromuro de galantamina

El farmaco se caracterizo fisicoquimicamente por medio de las técnicas de FTIR y TGA. Los
espectros de infrarrojo y los eventos de degradacion térmica se obtuvieron utilizando los métodos
mencionados anteriormente para caracterizar al quitosano, utilizando las mismas condiciones de
analisis. Los ensayos tuvieron la finalidad de identificar la presencia del hidrobromuro en las
particulas de quitosano por medio de las bandas caracteristicas de su espectro IR y sus picos de

degradacion térmica.

Con la finalidad de obtener la longitud de onda de absorcion maxima (A,.x) del hidrobromuro de
galantamina, se preparé una solucion madre con 10 mg del farmaco diluidos en 10 ml agua
destilada, es decir a una concentracién de 1000 pg /ml. El barrido de A se llevd a cabo en un
intervalo de longitud de onda de 200 a 500 nm, en un espectrofotometro UV-vis marca A&E Lab
modelo AE-UV1608. Se obtuvieron dos diferentes longitudes de onda méaximas a 272 y 238 nm
(ver Figura 2.2). Para la cuantificacion del GH, en este trabajo se utiliz6 el pico de absorcién
Amax = 272 nm, el cual es el valor cercano a los estudios de liberacion de GH realizados por
Hanafy col [25]. y Sidra col [62].

3.0

Absorbancia (u.a)

200 300 400 500
Longitud de onda (nm)

Figura 2. 2. Espectro UV-vis de una solucién de hidrobromuro de galantamina/agua destilada.
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Posterior a la obtencion de la A, del GH, se construy6 una curva de calibracién para cuantificar
el farmaco presente en sobrenadantes. Para ello se utilizd como blanco (referencia) el agua
destilada y se prepararon, a partir de la solucion madre, disoluciones que contenian 10, 20, 30, 40,
50, 60, y 70 ug /ml de GH en agua destilada y se determinaron sus respectivas absorbancias. El
coeficiente de correlacion (r?) tuvo un valor de 0.998 y fue calculado por el equipo de

espectroscopia UV-vis utilizando la técnica de minimos cuadrados.

0.35

Absorbancia
o o o o o
= = N N w
o [8;] o [6)] o
T T T T T

o

o

a
T

o
o
S

0 10 20 30 40 50 60 70
Concentracion (ug/ml)

Figura 2. 3. Curva de calibracién para la cuantificacion del hidrobromuro de galantamina en
sobrenadantes.

2.5 Preparacion de las particulas de quitosano

La preparacion de particulas de quitosano (NPs-CS) se realizo utilizando el método de gelacion
ionica, reportado por Calvo et al. [41]. Para protonar los grupos amino, se disolvid cierta cantidad
de CS (10, 15, 20 mg) en 10 ml de una solucién acuosa de &cido acético glacial al 1% vlv,
empleando una parrilla de agitacion magnética hasta obtener una soluciéon homogénea. Después se
le ajusto el pH a 4.5 agregando gota a gota una solucion 5N de NaOH y se filtrd con papel whatman.
En un recipiente diferente, se disolvio tripolifosfato de pentasodio (0.5, 7.5y 1.0 mg) en 10 ml
agua destilada y, posteriormente, se afiadié gota a gota 4 ml de la solucién resultante a 10 ml de la

disolucion de quitosano preparada anteriormente, con la finalidad de inducir la reticulacion iénica
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y formar las nanoparticulas. Este proceso se llevd a cabo bajo agitacion magnética a 1200 rpm por

30 minutos. El proceso antes descrito, se representa en la Figura 2.4

'
.“
l

@l

Ajuste de pH 4.5 con
5N de NaOH
IS |
Filtrado E
4ml 1 ﬁ::) Agitacion
Solucién de CS — E Solucién TPP } 10 ml hasta
filtrada . = Solucion CS completar
» 30 min
—
Suspension
particulas de

(0.5, 0.75, 1.0 mg/ml) quitosano

Disolucion de TPP
i Anadir gota a gota la solucion
de TPP a la de quitosano

—p SolUCION de TPP
Comienzan la agitacion

Figura 2. 4. Representacion esquematica de la preparacion de las particulas de CS por gelacion
ionica.

Para poder caracterizar las nanoparticulas de quitosano obtenidas, las suspensiones resultantes se

congelaron y posteriormente liofilizaron en un equipo LABCONCO modelo 4.5 FreeZone durante

96 horas (-53°C, los estudios de caracterizacidn posteriores se llevaron a cabo con particulas en

estado soélido.

Con respecto a las concentraciones de las soluciones de CS y TPP utilizadas, se eligieron tomando
en cuenta los valores reportados como adecuados en la literatura para la formacion de NPs-CS.
Dichas concentraciones de CS y TPP se encontraban en un intervalo de 1 mg/ml - 2 mg /mly 0.5
mg/ml -1 mg/ml respectivamente [63-65]. Ademas, se utilizaron tres tipos de quitosano con

diferente peso molecular: bajo, mediano y bajo (110, 194 y 267 kDa respectivamente).

Por lo tanto, en este trabajo se estudio el efecto de tres variables en tres niveles: peso molecular de
quitosano: bajo, mediano y alto: 110, 194, 267 kDa respectivamente; concentracion del quitosano
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en solucion acuosa (1, 1.5y 2 mg/ml) y concentracién del tripolifosfato (0.5, 0.75 y 1.0 mg/ml)
sobre las propiedades fisicoquimicas y morfoldgicas de las particulas. Con base en los pardmetros
antes mencionados, se propusieron veintisiete condiciones experimentales de sintesis, las cuales se
detallan en la Tabla 2.1.

Tabla 2. 1. Condiciones de sintesis de las nanoparticulas de quitosano

., Concentraciéon CS Concentracién TPP
Formulacion
(mg/ml) (mg/ml)

L1 0.5

L2 1.0 0.75

L3 1.0

Quitosano de L4 05

bajo peso L5 15 0.75
molecular

(110 kDa) L6 1.0

L7 0.5

L8 2.0 0.75

L9 1.0

M1 0.5

M2 1.0 0.75

M3 1.0

Quitosano de M4 0.5

mediano peso M5 15 075
molecular

(194 kDa) M6 1.0

M7 0.5

M8 2.0 0.75

M9 1.0

H2 1.0 0.75

H3 1.0

Quitosano de H4 05

alto peso H5 15 0.75
molecular

(267 kDa) Heé 1.0

H8 2.0 0.75

H9 1.0
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2.6 Caracterizacion fisicoquimica y morfolégica de las particulas de quitosano
2.6.1 Caracterizacion fisicoquimica

Las particulas de quitosano se caracterizaron fisicoquimicamente por medio de las técnicas de
FTIR y TGA. Los espectros de infrarrojo y las curvas de degradacion térmica se obtuvieron
utilizando los métodos antes mencionados para caracterizar el quitosano, utilizando las condiciones
descritas en las secciones 2.3.2 y 2.3.4. Los ensayos tuvieron la finalidad de determinar la
existencia de interacciones entre el quitosano y el tripolifosfato de sodio y la posible formacion de

la nanoparticula.

2.6.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con el propésito de observar la morfologia y el tamafio de las particulas obtenidas, se utilizd un
microscopio JEOL JSM 6360 LV, con un voltaje de 20 kV. Para esto, el medio de reaccion
resultante fue diluido de la siguiente manera: se tomaron 0.5 ml de la solucidn de particulas de CS
y se agregaron a 4.5 ml de agua destilada (la cual tenia un pH de 4.5 para que sea igual a la de la
solucion de las particulas de CS y éstas no precipiten). La suspension obtenida se sonicé durante 5
min en un equipo Branson (110W, 40 kHz). Lo anterior sirvio para dispersar las nanoparticulas y
evitar la aglomeracion de éstas. Posteriormente se coloc una gota de la suspensién diluida de las
particulas de CS en un portamuestras cubierto con cinta de carbono y se dej6 evaporar para después

metalizarla con oro antes del andlisis.

2.6.3 Microscopia de fuerza atébmica (AFM)

Con el fin de observar las nanoparticulas obtenidas, se realizé microscopia de fuerza atdbmica. Para
esto, el medio de reaccion se diluyd de la misma forma que la descrita en la prueba de SEM.
Después se tomo6 una gota de la suspension obtenida y se depositd sobre un sustrato de silicio
adherido al porta-muestras y se dej0 secar a temperatura ambiente durante 24 horas.
Posteriormente, se realizo el analisis topografico de las muestras a temperatura ambiente, en
atmosfera de aire, utilizando un microscopio Bruker INNOVA, en modo tapping, con una
frecuencia de 300 kHz. Se utilizd una sonda con un tamafio de punta de 8 nm, aplicando un torque
de 40 N/m y una frecuencia de escaneo de 0.5 Hz, en areas de 10 x 10 micras cuadradas y de 3 x 3

micras cuadradas.
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2.7 Preparacion de las nanoparticulas de quitosano cargadas con GH

Las condiciones utilizadas para la sintesis de nanoparticulas de quitosano cargadas con GH fueron
las de la muestra L7, es decir, quitosano de bajo peso molecular (110 kDa), y concentraciones de
CSy TPP de 2.0 y 0.5 mg/ml respectivamente; estos parametros fueron los 6ptimos para obtener

nanoparticulas con un tamafio de 170 nm.

La preparacion de las NPs-CS cargadas con GH se llevo a cabo en dos etapas; en la primera, se
formaron complejos entre el quitosano y el farmaco, y en la segunda, se realizo el entrecruzamiento
ionico entre el polimero y el tripolifosfato de sodio para formar la nanoparticula [48,52]. Para esto,
se disolvieron 20 mg de CS en 10 ml de una solucién acuosa de &cido acético glacial al 1% v/v,
empleando una parrilla de agitacion magnética. Después se le ajusté el pH a 4.5 agregando gota a
gota una solucién 5N de NaOH y se filtré con papel whatman. Una vez hecho esto, se afiadio el
hidrobromuro de galantamina (5 o 7 mg) a la disolucion de CS y se dejé en agitacion magnética
durante 24 horas para la formacion del complejo farmaco-polimero. En un recipiente diferente, se
disolvieron 10 mg de tripolifosfato de pentasodio en 20 ml agua destilada, y posteriormente se
afiadié gota a gota 4 ml de la solucion resultante a 10 ml de la disolucién de quitosano-GH para
inducir la reticulacion idnica. Este proceso se llevé cabo bajo agitacion magnética a 1200 rpm por
30 minutos. Por altimo, la suspensién resultante fue congelada y liofilizada durante 96 horas (-53
°C, 0.185 bar).

Como ya se mencion0 anteriormente, en la formacion de complejos se utilizaron dos cantidades
diferentes de farmaco, es decir, dos distintas formulaciones, las cuales se nombraron de la siguiente
manera: L7-5GH y L7-7GH para cantidades de hidrobromuro de galantamina de 5 y 7 mg

respectivamente.

2.8 Estudios de liberacion de hidrobromuro de galantamina

Se eligio agua destilada como el medio para realizar los estudios de liberacion del hidrobromuro
de galantamina a partir de las NPs-CS, esto debido a que Qi Lu y colaboradores [65] reportaron
que, si se utilizaba una solucion buffer fosfato salino (PBS), los iones fosfato provocaban la
agregacion de las NPs-CS cargadas con el farmaco. La cantidad de farmaco liberado y cargado se
cuantifico utilizando la longitud de onda méxima del GH y la curva de calibracion que se encuentra

en la seccion 2.4.
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2.8.1 Eficiencia de atrapamiento y capacidad de carga

La eficiencia o porcentaje de atrapamiento (EA) se define como la diferencia entre la cantidad de
farmaco inicial y la que no fue cargada, con respecto a la cantidad total de farmaco que se utilizo
durante la preparacion de la nanoparticula. Dicho parametro puede calcularse de forma indirecta,
por medio de la centrifugacion de la suspension de nanoparticulas y la cuantificacion del farmaco
que se encuentra en el sobrenadante (farmaco libre o no cargado) [67]. Por otro lado, la capacidad
de carga (CC) se define como la cantidad de droga cargada por unidad de peso de nanoparticula.

La eficiencia de atrapamiento y la capacidad de carga se determinaron de la siguiente manera. Las
NPs-CS cargadas con GH que fueron obtenidas del proceso de liofilizacién (ver apartado 2.7), se
re-suspendieron en agua destilada con un pH= 7.1, y posteriormente esta suspension fue
centrifugada a 6000 rpm (4 °C, 1.5 hr). El sobrenadante se retird y se midié su absorbancia a una
Amax=272 nm, esto con la finalidad de determinar la cantidad de farmaco no cargado. El pellet se
congelo y liofilizé de nuevo durante 96 h (-53 °C, 0.185 bar) con la finalidad de determinar la masa
total de las nanoparticulas cargadas con GH en estado solido y realizar posteriormente la liberacion

del farmaco in vitro.

Los porcentajes de la EA y la CC se determinaron utilizando las siguientes ecuaciones:

TD

NW

x 100 (2.10)

x 100 (2.11)

Donde:
TD: cantidad total del farmaco
FD: cantidad del farmaco no cargado (libre en el sobrenadante)

NW: masa total de las nanoparticulas cargadas con el farmaco

2.8.2 Estudios de liberacion del farmaco in vitro

Las NPs-CS cargadas con GH que fueron recuperadas del pellet y posteriormente liofilizadas se

re-suspendieron en 25 ml de agua destilada filtrada (pH 7.1), el cual fue el medio utilizado para
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realizar los estudios de liberacion in vitro. La suspension de las nanoparticulas cargadas con GH
se coloco en un vial y se incubd en un bafio de agua (37 + 0.5 °C) con agitacion mecanica (50 rpm).
En intervalos regulares de tiempo, la muestra que contenia las nanoparticulas fue centrifugada
(4300 rpm, 5 min) y se retiraron 3 ml del sobrenadante (ese mismo volumen fue reemplazado con
un medio de disolucién fresco para mantener la condicion de perfecta solubilidad del hidrobromuro
de galantamina denominada sink condition. Después de esto, la muestra fue puesta nuevamente en
incubacion. Posteriormente, el sobrenadante se analizd de forma espectrofotométrica para
determinar la cantidad de farmaco liberado. El tiempo total de la liberacion in vitro fue de 72 horas
y se siguid la metodologia propuesta por Wahba S. 'y colaboradores [73]. El ensayo se muestra de

forma esquematica en la Figura 2.5.

=2 .| I

Liberacion in vitro Centrifugacion de NPs Cuantificacion del farmaco
(50 rpm, 37°C) (4300 rpm, 5 min) por espectrofotometria

Figura 2. 5. Representacion esquematica de la liberacion in vitro.

2.8.3 Modelacion de la cinética de liberacion

Los datos obtenidos de la liberacion de la galantamina se utilizaron para construir una grafica donde
se mostro la liberacion acumulada (%) con respecto al tiempo (h). Posteriormente, la curva se ajusto
a diferentes modelos matematicos que describen el comportamiento de la cinética de liberacién del
farmaco (orden cero, primer orden, Higuchi, Hixon-Crowell y Korsmeyer-Peppas). El ajuste se
realizé utilizando el Software de anélisis de datos OriginPro2019. La descripcion de los modelos

Yy Sus respectivas ecuaciones se encuentran en el apartado 3.4.4 del capitulo de resultados.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion fisicoquimica del quitosano

3.1.1 Peso molecular

En las Tablas 3.1, 3.2 y 3.3 se muestran los resultados obtenidos para la determinacion del peso

molecular de los tres tipos de quitosano: bajo (CS-L), mediano (CS-M) y alto (CS-H)

respectivamente. En las mismas se resumen los tiempos de elucién (t) medidos a 25 °C, durante la

aplicacion de la técnica de viscosimetria capilar, para las disoluciones del polimero en el sistema

de disolventes seleccionado. Estos tiempos son el promedio de tres mediciones. Los pardmetros

viscosimétricos calculados, a partir de estos resultados, se pueden observar en las Tablas 3.4, 3.5y
3.6 para CS-L, CS-M, CS-H, respectivamente.

Tabla 3. 1. Tiempos de elucién para las disoluciones de CS-L.

Disolucion | Concentracién (g/ml) | Tiempo de elucion (s) | Desviacion estandar (SD)
1 1.00 x 1073 172.29 0.25
2 8.69 x 10* 163.32 0.67
3 8.00 x 10* 158.68 0.32
4 7.40 x 10 154.68 0.32
5 6.66 x 10 149.76 0.55
Disolvente - 109.55 0.20

Tabla 3. 2. Tiempos de elucion para las disoluciones de CS-M.

Disolucion | Concentracion (g/ml) | Tiempo de elucion (s) | Desviacion estandar (SD)
1 1.00 x 1073 214.71 0.18
2 8.69 x 10* 199.33 0.29
3 8.00 x 10 191.06 0.36
4 7.40 x 10* 183.92 0.06
5 6.66 x 10 175.12 0.12
Disolvente - 109.55 0.20
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Tabla 3. 3. Tiempos de elucién para las disoluciones de CS-H.

Disolucién | Concentracion (g/ml) | Tiempo de elucion (s) | Desviacion estandar (SD)
1 1.00 x 107 262.19 0.54
2 8.69 x 10* 238.34 0.37
3 8.00 x 10* 224.99 0.37
4 7.40 x 10 214.62 0.27
5 6.66 x 10 201.03 0.44
Disolvente - 109.55 0.20

Tabla 3. 4. Parametros viscosimétricos del CS-L a 25 ° C en &cido acético 0.3 mol/L y
acetato de sodio 0.2 mol/L.

Parametros viscosimétricos

Disolucion Nrel T]sp Ln (T]rel) nsp/c Ln (T]rel)/c [TI]
(ml/g) (ml/g) (ml/g)
1 1.57 0.57 0.45 572.78 452.84
2 1.49 0.49 0.39 564.83 459.54
3 145 0.45 0.37 560.60 463.14 504.41
4 141 0.41 0.34 556.67 466.19
5 1.37 0.37 0.31 550.31 468.75

Tabla 3. 5. Pardmetros viscosimétricos del CS-M a 25 ° C en acido acético 0.3 mol/L y
acetato de sodio 0.2 mol/L.

Parametros viscosimétricos

Disolucion Nrel T]sp Ln (T]rel) T]sp/c Ln (nrel)/c [Tl]
(ml/g) (ml/g) (ml/g)
1 1.96 0.96 0.67 959.98 672.93
2 1.82 0.82 0.59 943.14 688.85
3 1.74 0.74 0.55 930.12 695.29 773.32
4 1.68 0.68 0.51 917.45 700.20
5 1.60 0.60 0.46 897.43 703.32
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Tabla 3. 6. Parametros viscosimétricos del CS-H a 25 ° C en &cido acético 0.3 mol/L y

acetato de sodio 0.2 mol/L.

Parametros viscosimétricos
Disolucion Nrel T'|sp Ln (nrel) T'|sp/c Ln (nrel)/c [T]]
(ml/g) (ml/g) (ml/g)
1 2.39 1.39 0.87 1393.40 872.71
2 2.18 1.18 0.77 1352.92 894.53
3 2.05 1.05 0.71 1317.24 899.61 985.75
4 1.96 0.96 0.67 1296.21 908.82
5 1.84 0.84 0.60 1252.08 910.22

Los parametros viscosimétricos calculados en este trabajo indican que existe una disminucién de

la viscosidad reducida n,,/c para los tres tipos de quitosano, a medida que la concentracion del

polimero disminuye, siguiendo la expresion de Huggins. Mientras tanto, la viscosidad inherente

exhibe un incremento para los tres tipos de CS a medida que la concentracion del polimero

disminuye, cumpliéndose la ecuacion de Kraemer. La viscosidad intrinseca del polimero se calcul6

como el valor medio de las ordenadas al origen de las ecuaciones de Huggins y Kraemer

extrapoladas a una concentracion cero. Para ello, se graficaron las curvas de ng,/cy Ln (n_,)/c en

funcion de la concentracién para CS-L, CS-M, CS-H vy los resultados se muestran en las Figuras

3.1, 3.2y 3.3, respectivamente.
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Figura 3. 1. Gréafica de Huggins y Kraemer a 25 °C en acido acético 0.3 mol/L y acetato de sodio

0.2 mol/L para CS-L.
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Figura 3. 3. Grafica de Huggins y Kraemer, a 25 °C en &cido acético 0.3 mol/L y acetato de
sodio 0.2 mol/L para CS-H.

A partir de los valores promedio obtenidos de las ordenadas al origen, se determiné la viscosidad
intrinseca, [n] obteniéndose los siguientes valores: 504.41, 773.32 y 985. 75 ml/g para CS-L, CS-
M, y CS-H respectivamente. Una vez conocida la viscosidad intrinseca del sistema polimero
disolvente, pudo determinarse el peso molecular promedio viscoso del polimero mediante la

ecuacion 3.1.

Es importante mencionar que las constantes K y a reportadas en la literatura no tienen valores

unicos para el quitosano como los tendria otro polimero, para un sistema polimero-disolvente-
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temperatura dados, ya que se ha comprobado que la composicion del CS, en términos de proporcion
de las unidades N-acetiladas en sus cadenas, afecta su comportamiento reoldgico en solucion vy,
por lo tanto, las constantes antes mencionadas. Debido a lo anterior, en el presente trabajo se
utilizaron los valores para K (ml/g) y a reportados por Rinaudo M. y colaboradores [68]. Por lo
tanto, para calcular el peso molecular promedio viscoso del quitosano con el disolvente y
temperatura utilizados (acido acético 0.3 mol/L y acetato de sodio 0.2 mol/L a 25 °C), se utilizo la
Ecuacion 3.1:

1

[ Inl \o7e 3.1
M= <7.4o ><10-2> ¢4

El peso molecular calculado para los quitosanos CS-L, CS-M y CS-H fue de 110,700; 194,234 y

267,312 g/mol respectivamente.

3.1.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojos del quitosano en polvo con diferentes pesos moleculares CS-L (110 kDa),
CS-M (194 kDa), CS-H (267 kDa) son presentados en la Figura 3.4. Como se puede observar, se
aprecian sefiales ubicadas en 3350 cm™ (relacionada al estiramiento por tension del grupo -OH y
al estiramiento asimétrico por tension del del grupo -NH,) y 3287 cm* (asociada al estiramiento
del grupo N-H). Asimismo, existen picos en 2916 y 2870 cm™ producidos por el estiramiento del
enlace C-H, mientras que aquellas ubicadas en 1650, 1557 y 1310 cm™ corresponden a los
estiramientos del grupo amida I (tensién C=0), amida Il (tension N-H) y amida 11l respectivamente
[69]. Ademas, se observan bandas en 1417 y 1375 cm atribuidas a la deformacion simétrica del
grupo -CHa. El pico localizado en 1147 cm™ se debe a la tension asimétrica del enlace C-O-C,
mientras que la sefial en 1064 cm™ corresponde a las vibraciones del anillo piranosa [70].
Finalmente, en 1023 y 895 cm™, corresponden al estiramiento de los grupos amina libres y la
tension del grupo C-H [71]. Los picos anteriormente mencionados, coinciden por los reportados
por Tan y colaboradores [72], quienes también obtuvieron este polimero con peso molecular bajo,
medio y alto de la empresa comercial Sigma Aldrich.
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Figura 3. 4. Espectros FTIR del quitosano en polvo: CS-L (110 kDa), CS-M (194 kDa), CS-H

3.1.3 Grado de desacetilacién

(267 kDa).

Las areas bajo la curva correspondientes a las sefiales de los espectros de infrarrojo de las bandas
caracteristicas de la amida 111 (1310 cm™) y la de los grupos funcionales metilo (1380 cm™) para

las muestras de quitosano (CS-L, CS-M, CS-H) se presentan en la Figura 3.5.
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Figura 3. 5. Areas bajo la curva de los grupos metilo y amida 111 de los espectros FTIR: CS-L,

CS-M, CS-H.
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Los porcentajes de N-acetilacion y de desacetilacion calculados para el CS-L son:
S5
Grado de N-acetilacion (%) =31.92 (5) -12.2=22.27%
GD (%)=77.08%
Los porcentajes de N-acetilacién y de desacetilacion calculados para el CS-M son:
31
Grado de N-acetilacion (%) =31.92 (%) -12.2=20.78%
GD (%)=79.02%

Los porcentajes de N-acetilacion y de desacetilacion calculados para el CS-H son:

33
Grado de N-acetilacion (%) 31.92 (ﬁ) -12.2=21.82%

GD (%)=77.19%

3.1.4 Analisis termogravimétrico

La Figura 3.6 muestra las curvas de TGA (linea continua) y DTGA (linea punteada), para las
muestras de quitosano en polvo, con diferentes pesos moleculares: CS-L (110 kDa), CS-M (194
kDa), CS-H (267 kDa). Las curvas de TGA exhibieron para los tres quitosanos una pérdida de
masa del 7% en el intervalo de 50 a 150 °C, atribuida a la desorcién del agua absorbida. Un segundo
evento térmico ocurrid en el intervalo de 260 a 650 °C, atribuido a la descomposicion de la cadena
polimérica del quitosano. Los eventos térmicos se pueden notar claramente en las curvas DTGA,
en las que se observa que la temperatura de degradacion maxima para los tres tipos de quitosano
fue de aproximadamente 305 °C. Al final de la prueba, se obtuvo que la masa residual era cercana
al 30% y que no hubo un cambio significativo de la degradacién térmica del quitosano con respecto

a su peso molecular, esto se puede apreciar claramente en la curva de TGA.
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Figura 3. 6. Curvas TGA (linea continua) y DTGA (linea punteada) de quitosanos con diferente

peso molecular: CS-L, CS-M, CS-H.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica del hidrobromuro de galantamina

El espectro de infrarrojo del hidrobromuro de galantamina se muestra en la Figura 3.7. Como se
puede observar, el farmaco exhibe una banda caracteristica en 3359 cm, provocada por el
estiramiento del enlace O-H del grupo enol (C=C-O-H). Ademas, existen sefiales en 3429 y 2824
cm™ correspondientes al estiramiento del enlace N-H ocasionado por el grupo catidnico del
nitrégeno tetracoordinado (EN*—H) y al estiramiento de tension del enlace C-H, respectivamente
[73]. El pico localizado en 1623 cm™ representa el estiramiento por flexion del enlace O-H. Por
otro lado, se observaron vibraciones del anillo aromatico: estiramiento del grupo C-H (3000-3040
cm™), y del enlace C=C (1585, 1511, y 1435 cm™). Las bandas ubicadas en, 1070,1020, 805 cm™
corresponden al estiramiento por tension del grupo C-N, C-Oy C-H (en el plano) respectivamente.

Finalmente, las sefiales que se encuentra en el intervalo de 650 a 700 cm™ representan el
estiramiento del enlace C-Br [74].

35



HiG

N * HBr
3359 (
S O 1020
\ ‘ 1511
HO" 0 OCH: 1435

805
l 1070

1623 1585

2824

Absorbancia (u.a.)

.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Namero de onda (cm™)

Figura 3. 7. Espectro FTIR del hidrobromuro de galantamina puro.

En la Figura 3.8 se muestra el termograma del hidrobromuro de galantamina pura. La curva de
TGA muestra que el farmaco pierde18% de su masa en el intervalo de 250 a 290 °C. Un segundo
evento térmico ocurrié entre 290 y 370 °C, en el cual se tuvo la mayor pérdida de masa (~35%).
Finalmente, el material se degrad6 un 19 % desde una temperatura de 370 °C hasta 650 °C. Los
tres eventos térmicos anteriores se notan claramente en la curva DTG, donde se observa que las
temperaturas en las que ocurrié mayor degradacion del farmaco fueron aproximadamente 280, 310
y 347 °C. Al final de la prueba, la masa residual de hidrobromuro de galantamina fue del 28%.
Estos resultados son consistentes por los reportados por Stavroula y col [75]. Estudios de TGA
acoplado con FTIR y/o masas son necesarios para poder realizar una asignacion de los eventos

térmicos que se llevan a cabo en la degradacion de este compuesto.
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Figura 3. 8. Curvas TGA (linea continua) y DTG (linea punteada) del hidrobromuro de
galantamina.
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3.3 Caracterizacion fisicoquimica de las particulas del quitosano
3.3.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 3.9 se muestran los espectros de infrarrojo de las particulas de quitosano de bajo peso
molecular entrecruzadas con tripolifosfato de sodio. Como se puede apreciar, las bandas ubicadas
originalmente en 3350 y 3287 cm™ (enlaces O-H y N-H del quitosano en polvo, ver figura 3.4)
ahora absorben en a 3415 y 3278 cm, e incluso aparece una nueva sefial a 3160 cm™. El
desplazamiento de las bandas originales del quitosano, asi como la aparicion de un nuevo pico, es
atribuido a la reduccion de puentes de hidrogeno existentes en el polimero y a la presencia de
nuevos enlaces entre el agente entrecruzante y el grupo amino del quitosano [76]. Por otro lado, se
observo que las bandas correspondientes a las vibraciones del grupo amida | (1650 cm™) y amida
11 (1557 cm™) del quitosano puro, ahora se ubican en aproximadamente 1636 cm™ y 1546 cm™,
estos desplazamientos se atribuyen de nuevo a la interaccion ionica entre el polimero y el
tripolifosfato de sodio y son consistentes con los reportados por Hadidi et al. [77] y Anand et al.
[78]. Particularmente, la banda ubicada aproximadamente en 1546 cm™, se ha reportado como una
de las méas importantes cuando se sintetizan nanoparticulas de quitosano, ya que es un indicio de la
interaccion electroestatica formada entre el grupo NHs*™ del polimero y el PO4™ del tripolifosfato,
los cuales forman la particula [79]. Finalmente, los espectros de las particulas presentan bandas en
1050 y 920 cm™ que no estaban presenten en los espectros del quitosano y que corresponden al
estiramiento por tensién del enlace P=O y a la vibracién por tension del grupo P-O-P
respectivamente del tripolifosfato [80,81].

Es interesante observar que en los espectros de las muestras L2 (concentracion de CSy TPP: 1.0y
0.75 mg/ml) y L3 (concentracién CS 'y TPP: 1.0 y 1.0 mg/ml), el desplazamiento del grupo amida
Il se encuentra hasta 1565 cm™ y no en 1546 cm™ como en las demas muestras. Dicho efecto se
podria atribuir al grado de entrecruzamiento que se produce al utilizar concentraciones de CS 'y
TPP cercanas. Este comportamiento fue reportado por Pan y colaboradores [82], quienes notaron

cambios en los espectros IR de NPs de quitosano con diferente grado de entrecruzamiento.
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Figura 3. 9. Espectros FTIR de las particulas de quitosano de bajo peso molecular.

En la Figura 3.10 se presentan los espectros FTIR de las particulas de quitosano de mediano peso
molecular, entrecruzadas con tripolifosfato de sodio. En ellos se observaron picos ubicados entre
3415, 3278, 3160, 1050 y 920 cm™, mismos que se obtuvieron en las muestras preparadas con
quitosano de bajo peso molecular. La banda ubicada en 1636 cm™ (desplazamiento de la vibracion

del grupo amida 1) estuvo presente para todas las formulaciones, a excepciéon de M2 y M9.

Por otra parte, el corrimiento de la banda del grupo amida Il del quitosano fue diferente para cada
muestra, excepto el espectro de M3 el cual absorbid en el mismo nimero de onda del biopolimero
en polvo (1557 cm™). Segln lo reportado en la literatura [76-82], las nanoparticulas presentan
simultaneamente los dos desplazamientos de banda antes mencionados, razén por la cual es muy
probable que en las muestras M2, M3 y M9 no se hayan obtenido nanoparticulas de quitosano,

debido, probablemente, a que éstas condiciones de sintesis no eran las mas adecuadas.

Es interesante notar que el incremento en la concentracion del agente entrecruzante y la cercania
de la misma con respecto a la concentracion del quitosano, provocé que se dejaran de observar los
desplazamientos de banda caracteristicos de las nanoparticulas. Esta tendencia se observé en las
muestras preparadas con una concentracion de quitosano de 1.0 mg/ml, es decir: M1, M2 y M3

(concentracion TPP: 0.5, 0.75 y 1.0 mg/ml respectivamente).
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Figura 3. 10. Espectros FTIR de las particulas de quitosano de mediano peso molecular.

Los espectros infrarrojos de las particulas de quitosano de alto peso molecular se presentan en la
Figura 3.11. En ellos se observaron los mismos picos que los obtenidos con los quitosanos de bajo
y mediano peso molecular, razon por la cual, se infiere que también existen los enlaces entre el
entrecruzante y el polimero, y la posible formacion de particulas en casi todas las muestras, a
excepcion de las condiciones H2, H3, H4 y H8, las cuales absorbieron en la misma banda del grupo
amida I1 (1557 cm™) del quitosano puro, lo cual sugiere que el entrecruzamiento idnico no fue el

adecuado.
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Figura 3. 11. Espectros FTIR de las particulas de quitosano de alto peso molecular.
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3.3.2 Analisis termogravimeétrico (TGA)

En la Figura 3.12 se muestran los termogramas de las particulas de quitosano de bajo peso
molecular entrecruzadas con tripolifosfato de sodio. A diferencia de lo obtenido en las muestras
de quitosano en polvo, donde los TGAs mostraron solo dos etapas de degradacion, las particulas
exhibieron tres eventos de degradacion térmica. De forma general, resulta posible identificar que
el perfil de descomposicion térmica de las particulas es completamente diferente al del polimero
con el que fueron preparadas, ya que el quitosano se comienza a degradar a 260 °C, mientras que
las particulas lo hacen a una temperatura de 210 °C.

Todas las curvas TGA de las particulas mostraron el primer evento térmico en el intervalo de 50 a
100 °C, el cual esta asociado a la pérdida de masa por evaporacion de agua; este valor fue diferente
para cada muestra, yendo desde un 7 hasta un 15%. Esta capacidad de absorcion de agua fue mayor
a la del quitosano puro, y esto es un hecho relacionado con la reduccion de la cristalinidad del
polimero [83]. A partir de 220 °C, el quitosano entrecruzado comienza a presentar degradacion
térmica, prolongandose ésta hasta los 650 °C. La masa residual obtenida fue alrededor del 50%
para todas las muestras; dicho porcentaje es mayor al del quitosano el polvo y se debe a la presencia

del fosfato inorganico.

Las curvas DTGA de las particulas de quitosano de bajo peso molecular muestran, ademas del
primer pico causado por la pérdida de humedad (ubicado a 80 °C), dos picos de degradacion
maxima adicionales, los cuales estuvieron ubicados cerca de 260 y 495 °C. El evento que ocurre a
260 °C, se le atribuy0 a la degradacién del quitosano sin entrecruzar, el cual es térmicamente menos
estable, ya que el polimero disminuy6 su cristalinidad al ser disuelto; dicho comportamiento
coincide con lo reportado por Pati y colaboradores. [42], quienes sintetizaron fibras de CS-TPP por
entrecruzamiento ionica. El segundo pico se ubico aproximadamente a 495 °C, temperatura mayor
a la del quitosano el polvo en donde se observé a 350 °C. Este incremento podria deberse a un
aumento en la estabilidad térmica del material debido a la reaccion de entrecruzamiento que

experimenta el biopolimero [76, 84].

En las curvas DTGA, se pueden observar ligeros corrimientos en los valores de algunas

transiciones térmicas; por ejemplo, en las muestras preparadas con una concentracion de quitosano
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de 1.0 mg/ml, es decir L1, L2 y L3 (concentracion TPP: 0.5, 0.75, 1.0 mg/ml respectivamente) el
ultimo pico de degradacion para el quitosano entrecruzado fue de 495, 505 y 515 °C
respectivamente. Este comportamiento sugiere que el incremento en la concentracion de agente
entrecruzante aumenta de la estabilidad térmica del polimero, lo cual se debe a que existe una

mayor cantidad de moléculas de TPP que se entrecruzan con los grupos NHs" del quitosano [85].

Por otro lado, es interesante notar que en la curva DTGA de la muestra L3 (concentracion CS 'y
TPP: 1.0y 1.0 mg/ml) se obtuvieron picos de degradacion adicionales, entre ellos el ubicado a 475
°C, el cual exhibio una intensidad mayor que el observado a 515 ° C. La presencia de estos picos
sugiere que existen diferentes fases de entrecruzamiento del biopolimero, las cuales son producidas
por las concentraciones de CS y TPP son iguales. Este efecto no ha sido reportado en estudios
anteriores, ya que existe muy poca informacion acerca del comportamiento térmico del quitosano

entrecruzado con el tripolifosfato.
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Figura 3. 12. Curvas TGA y DTGA para las particulas preparadas con quitosano de bajo peso
molecular.

De manera analoga con lo obtenido con las particulas sintetizadas con CS de bajo peso molecular,
las muestras preparadas con quitosano de mediano peso molecular exhibieron tres eventos de
degradacion térmica, los cuales se muestran en los termogramas de la Figura 3.13. Como se puede
observar en las curvas TGA, las muestras tuvieron la primera pérdida de masa en el intervalo de
50 a 110 °C, la cual esta asociada a la evaporacion de agua. El porcentaje de humedad perdida fue
variable para cada muestra (10-30%), y no se observo una relacién directa con las concentraciones
de CSy TPP utilizadas. De nuevo, la degradacién del material estuvo en el intervalo de 220 a 650
°C, con un porcentaje de masa residual de aproximadamente del 50%. Unicamente la muestra M5
tuvo un perfil de degradacion diferente al de las demés particulas, debido a que solo exhibié dos
eventos térmicos: la pérdida de agua y la degradacion del quitosano sin entrecruzar. Por otro lado,
se observo que la muestra M7 (concentracion CS 'y TPP: 2.0 y 0.5 mg/ml) fue la que absorbi6 una
mayor cantidad de humedad, lo cual podria atribuirse al exceso de moléculas de quitosano en
comparacion a las de TPP, ya que algunos grupos amino en la cadena polimérica se entrecruzan

con los iones fosfato, mientras otros interaccionan con las moléculas agua.

Las curvas DTGA muestran claramente la presencia del primer pico causado por la pérdida de
agua, y los ultimos dos eventos relacionados a la degradacion térmica del polimero sin entrecruzar
y la del CS entrecruzado con el TPP, las cuales se llevan a cabo a temperaturas cercanas a las
reportadas previamente en este trabajo (260 y 495 °C). Por otro lado, las temperaturas de
degradacion maxima encontradas no mostraron relacion con respecto a las variables estudiadas

(concentracion de CS 'y TPP, y peso molecular del polimero).
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Figura 3. 13. Curvas TGA y DTGA para las particulas preparadas con quitosano de mediano
peso molecular.

En la Figura 3.14 se presentan los termogramas de las particulas de quitosano de alto peso
molecular. En las curvas TGA se observan perfiles de degradacion térmica similares a los
reportados para las muestras sintetizadas con quitosano de bajo y mediano peso molecular. De igual
forma, se identificaron tres picos de degradacion méaxima, los cuales corresponden a la evaporacion
de agua (80 °C), la degradacién del polimero sin entrecruzar (265 °C) y la del quitosano
entrecruzado con TPP (~ 505 °C).
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De forma general, resulta posible identificar que el incremento en el peso molecular del quitosano,
aumentd la capacidad de absorcion de agua de las particulas, ya que el intervalo de pérdida de
humedad para las muestras de bajo, mediano y bajo fue de 7-10, 10-30 y 10-34 % respectivamente,
concordando con lo reportado por Dhawade y colaboradores [86].

Por otro lado, también se observo un efecto del peso molecular del quitosano sobre la temperatura
de degradacién maxima de las particulas, ya que las muestras preparadas con quitosano de alto y
mediano peso molecular, se degradan aproximadamente 505°C, mientras que las obtenidas con CS
de bajo peso lo hacen a una temperatura menor (495 °C). Esto indica que las particulas obtenidas
del quitosano con menor peso molecular se degradan a temperaturas ligeramente menores; dicho
comportamiento es propio de los polimeros, los cuales se degradan con mayor facilidad cuando
poseen un peso molecular bajo [87].
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Figura 3. 14. Curvas TGA y DTGA para las particulas preparadas con quitosano de alto peso

molecular.

3.3.3. Tamanio y morfologia de las particulas

En la Tabla 3.7 se muestra el tamafio promedio de las particulas obtenidas, el cual se calcul6

midiendo el didmetro de 100 particulas observadas en las micrografias SEM. Para ello se utiliz6 el

software de procesamiento de imagenes digital ImageJ y posteriormente se obtuvo el promedio.

Tabla 3. 7. Tamafio promedio de las particulas de quitosano.

Formulacion Concentracion CS Concentracion TPP Tipp de Tamaﬁo de
(mg/ml) (mg/ml) particula particula (nm)
Quitosano de bajo peso molecular (110 kDa)
L1 0.5 H 935
L2 1.0 0.75 H 1030
L3 1.0 H 1070
L4 0.5 n 190
L5 1.5 0.75 K 960
L6 1.0 U 1170
L7 0.5 n 170
L8 2.0 0.75 X -
L9 1.0 X -
Quitosano de mediano peso molecular (194 kDa)
M1 0.5 X -
M2 1.0 0.75 X -
M3 1.0 X -
M4 0.5 n 230
M5 15 0.75 I 1140
M6 1.0 n 675
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M7 0.5 n 185
M8 2.0 0.75 x -
M9 1.0 X -
Quitosano de alto peso molecular (27 kDa)
H1 1.0 0.5 X -
H2 0.75 x -
H3 1.0 X -
H4 1.5 0.5 x -
H5 0.75 X -
H6 1.0 X -
H7 2.0 0.5 x -
HS8 0.75 x -
H9 1.0 X -

Presencia de: nanoparticulas (n), microparticulas (p), masa amorfa (x), sin medir (-).

En la Figura 3.15 se presentan las micrografias SEM de las muestras preparadas con quitosano de
bajo peso molecular (110 kDa). En las imagenes se observan principalmente micro y nanoparticulas
con morfologia esférica, al igual que algunas masas amorfas. En las muestras preparadas con una
concentracion de CS de 1.0 mg/ml (L1, L2, L3), se identificaron microparticulas con morfologia
esférica, las cuales incrementaron su tamafio y se aglutinaron conforme aumentd la cantidad de
tripolifosfato. Por otro lado, en las muestras preparadas con una concentracion de CS de 1.5 mg/ml,
se observa un comportamiento interesante cuando se compara el tamafio promedio de las particulas
de la muestra L4 (190 nm), la cual fue sintetizada a partir de concentracion de TPP de 0.5 mg/ml,
con los valores reportados para las muestras L5 (960 nm) y L6 (1170 nm), generadas a partir de
una concentracion de TPP de 0.75 y 1.0 mg/ml; ahi es posible identificar que el tamafio de particula
aumento al incrementar la concentracion de entrecruzante. En el caso de las muestras preparadas
a partir de una concentracién de quitosano de 2.0 mg/ml, sélo se pudieron obtener nanoparticulas
en la condicion L7 (170 nm) ya que las condiciones L8 y L9 produjeron masas amorfas. Con estos
resultados es posible postular que el aumento en la concentracion de TPP provoca que el tamafio
de las particulas aumente, o se empiecen a formar aglomerados y estructuras sin morfologia
especifica. Este comportamiento ya ha sido reportado con anterioridad por Fan y colaboradores
[48].

46



Es interesante notar que en las muestras preparadas a partir de una concentracion de quitosano de
1.0 mg/ml (L1, L2, L3), solo se identificaron particulas de tamafio micrométrico; esto podria
deberse a que la concentracion de entrecruzante es cercana a la del polimero, lo cual provoca un
exceso en la cantidad de moléculas de TPP, las cuales entrecruzan una mayor cantidad de cadenas
del quitosano y forman las microparticulas. Este comportamiento coincide con lo reportado Hanafy
et al. [48], quienes observaron la formacion de microparticulas cuando la cantidad de moléculas de

TPP estaba en exceso.

Por otro lado, se observé que con una concentracion de CS de 1.5 mg/ml se comenzaron a obtener
nanoparticulas; esto posiblemente se deba a un mayor equilibrio en la cantidad de moléculas del
polimero y el entrecruzante. Ademas, si las particulas se generaban a partir de una concentracion
de quitosano de 2.0 mg/ml, comenzaban a identificarse masas amorfas, producto del exceso de
moléculas de quitosano en comparacion con las de TPP. Los comportamientos anteriormente
descritos en este trabajo sugieren que al utilizar concentraciones de CS y TPP cercanas, se
obtendran microparticulas. Si la concentracion del polimero va siendo cada vez mayor a la del
entrecruzante, es posible llegar a un equilibrio entre las moléculas del quitosano y el entrecruzante
que permita la formacion nanoparticulas, sin embargo, si dicha concentracion de CS es mucho mas

grande que la del TPP, se generaran masas amorfas.
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Figura 3. 15. Micrografias SEM de las particulas de quitosano de bajo peso molecular.

Las micrografias SEM de las particulas de quitosano de mediano peso molecular (194 kDa) se
muestran en la Figura 3.16. Se pude identificar un comportamiento similar al discutido en las
micrografias de las particulas de bajo peso molecular, el cual indic6 que el incremento en el agente
entrecruzante aumenta el tamafio de las particulas y puede provocar que estas comiencen a

aglomerarse.

Es interesante notar que el peso molecular del quitosano empleado tiene un efecto importante en el
tamanio de las particulas obtenidas: a mayor peso molecular del CS, mayor sera el tamafio de las
NPs. Esta tendencia se exhibio en los pares L4-M4 (PM de 110 y 194 kDa; y tamafio promedio de
particula de 190 y 230 nm respectivamente), y L7- M7 (con PM de 110 y 194 kDa; y tamafio
promedio de particula de 170 y 185 nm respectivamente). Esto ha sido reportado por otros autores
como Wu et al. [50] y Jin et al. [43], quienes sefialaron que el quitosano con mayor peso molecular

es menos soluble, lo que provoca el incremento en el didmetro de las particulas.
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Figura 3. 16. Micrografias SEM de las particulas de quitosano de mediano molecular.

En la Figura 3.15 se presentan las micrografias SEM de las muestras preparadas con quitosano de
alto peso molecular (267 kDa). Como se puede notar, no fue posible identificar un efecto directo
de las concentraciones de CS y TPP debido a que no se observaron particulas esféricas. Sin
embargo, se noto que el aumento de en el peso molecular del polimero incrementd el tamafio de
las particulas o agregados obtenidos, hasta el punto de generar masas amorfas. Un ejemplo de esta
tendencia se observo en las micrografias L1, M1y H1 (peso molecular del CS: 110, 194 y 267 kDa
respectivamente), ya que en L1 se obtuvieron particulas con un tamafio aproximado de 935 nm,
mientras que en M1 son microparticulas semiesféricas y finalmente en H1 sélo se observa una

masa amorfa. Este mismo comportamiento se identificé en L2, M2 y H2; L3, M3, H3.

Con base a la tendencia antes descrita, se confirma que no ocurre la formacion de micro o

nanoparticulas esféricas si se utiliza quitosano de alto peso molecular (297 kDa).
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Figura 3. 17. Micrografias SEM de las particulas de quitosano de alto peso molecular.

Con la finalidad de corroborar el tamafio promedio de las particulas de la muestra L7, se realiz6 en
ensayo de microscopia de fuerza atomica. En la micrografia de L7 (Figura 3.17) se pueden ver
nanoparticulas con morfologia esférica y homogéneas, con un didmetro de 150 nm. Este tamafio
promedio es cercano al valor calculado en las micrografias SEM (170 nm), y la pequefia diferencia

podria deberse al grado de hinchamiento de las particulas al momento de realizar los estudios.
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Figura 3. 18. Micrografias AFM de las particulas de quitosano de la muestra L7 (izg. 10x10 um;
der. 3 x 3 um).
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Con base a los resultados de las caracterizaciones antes presentadas, se eligio a la formulacion L7
para realizar la carga del hidrobromuro de galantamina y los estudios de liberacién in vitro. Dicha
muestra fue sintetizada usando las siguientes condiciones: peso molecular de quitosano de 110 kDa

y concentraciones de CS 'y TPP de 2.0 y 0.5 mg/ml respectivamente.

3.4 Nanoparticulas de quitosano cargadas con GH

Las condiciones que fueron elegidas para realizar la preparacion de nanoparticulas de quitosano
cargadas con hidrobromuro de galantamina se muestran en la Tabla 3.8. Como se puede apreciar,
se realizaron dos variaciones con respecto a la cantidad de farmaco utilizado: 5y 7 mg, esto con
el fin de obtener mayores eficiencias de encapsulamiento y observar si existe algun efecto de la

razén de masas quitosano-galantamina (CS:GH) sobre la cantidad de farmaco cargado.

Tabla 3. 8. Condiciones de preparacion de las NPs-CS cargadas con GH.

Razon Concentracion Concentracion
Formulacion GH de Peso molecular CS TPP
(mg) masas CS (kDa) (mg/ml) (mg/ml)
CS:GH
L7-5GH 5.0 4:1
L7-7GH 7.0 2.8:1 110 20 0>

3.4.1 Encapsulacion del farmaco

Los datos que se presentan a continuacion son los valores promedio de dos lotes de NPs-CS
cargadas con GH. La cantidad total de farmaco cargado se calculé mediante la diferencia entre la
cantidad de GH utilizado y la cantidad de GH en el sobrenadante. Los porcentajes de la eficiencia
de atrapamiento (EA) y la capacidad de carga (CC) de las particulas de la muestra L7-5GH se
calcularon en 5.80 y 1.30 % respectivamente, mientras que para la muestra L7-7GH se tuvieron
valores de EA y CC de 19.42 y 5.83% respectivamente. Es interesante notar que, al disminuir la
razon de masas CS:GH la eficiencia de atrapamiento aumentd considerablemente. La disminucion
de la razén CS:GH posiblement