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RESUMEN

El agente antimicrobiano diacetato de clorhexidina (CA) fue usado como modificador
organico en dos tipos diferentes de nanoarcillas. montmorillonita de sodio (MMT) y
paligorskita (PLG). EI CA fue incorporado a varias concentraciones (50, 100 y 200% de la
Capacidad de Intercambio Cationico, CEC) y las organoarcillas resultantes fueron
caracterizadas por Espectroscopia por Energia Dispersiva de Rayos X (EDS),
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), Difraccion de Rayos X
(XRD) y Andisis Termogravimétrico (TGA). Ademés, se llevaron a cabo estudios de
liberacion in vitro de CA de las organoarcillas en un medio de buffer salino de fosfatos
(PBS). Los resultados de EDS, FTIR y TGA confirmaron que la CA fue exitosamente
incorporada a estas nanoarcillas. Los patrones de XRD de MMT/CA muestran un
incremento del espacio basal de la MMT cuando la concentracion de CA aumenta,
sugiriendo la intercalacion del farmaco dentro de las galerias de la MMT; en contraste, €
pico de difraccién de PLG/CA permanecio sin cambios después de la modificacién con CA.
Los estudios de liberaciéon del farmaco desde las organoarcillas mostraron una liberacion
inicial tipo rafaga dentro de las primeras 5 h y luego una liberacién sostenida del CA hasta
las 24 h. La proporcion del CA contenida en la PLG fue mayor que en laMMT. Lacinética
de liberacién obtenida en los nanocompuestos de PLA/organocarcillas presentan un
comportamiento diferente al exhibido por las organoarcillas; de hecho, la presencia de una
matriz polimérica reduce la concentracion del farmaco liberado en € medio. Los estudios
del modelamiento de la cinética de liberacién sefialan que la velocidad de liberacién en €

sistema que contiene PLG es mas rdpida que la exhibida por laMMT.
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ABSTRACT

Antimicrobia agent chlorhexidine diacetate (CA) was used as an organic modifier for two
different types of nanoclays: sodium montmorillonite (MMT) and paygorskite (PLG). CA
was incorporated at various concentrations (50, 100 and 200% of Cation Exchange
Capacity, CEC) and the resulting organoclays were characterized through Energy-
dispersive X-ray spectroscopy (EDS), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-
Ray Diffraction (XRD), Thermogravimetric Analysis (TGA); in addition, in vitro release
studies of CA from organoclays were carried out in phosphate buffered saline (PBS) media.
EDS FTIR and TGA results confirmed that CA was successful incorporated into these
nanoclays. XRD patterns of MMT/CA show an increase in d-spacing of MMT as CA
concentration was increased suggesting CA intercalation within the MMT galleries; in
contrast, the diffraction peak of CA/PLG remained unchanged upon the CA modification.
The drug release studies of the organoclays showed an initial burst release within the first 5
hours and then a sustained release of CA up 24 h. The released fraction of CA contained in
the PLG organoclay was higher that observed for MMT ones. The release profiles obtained
for PLA/organoclay nanocomposites were different to those exhibited for the organoclays,
in fact, the presence of the polymeric matrix reduced the amount of CA released in the
media. The mathematical models describing the drug release kinetics showed that PLG
systems exhibit higher drug rel ease rates than those obtained for MMT.
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INTRODUCCION

La sintesis, caracterizacion y aplicacion de materiaes antibacteriales preparados a base de
arcillas ha despertado un gran interés en los Ultimos afios debido a su potencia uso en el
cuidado de la salud publica. La montmorillonita (MMT) es la arcilla mas utilizada en la
preparacion de materiales antibacteriales a base de diacetato de clorhexidina por lo que
existen numerosos reportes a respecto. En contraste, la paligorskita (PLG), una arcilla
existente en € sur de la peninsula de Yucatdn, no ha sido utilizada para aplicaciones
antibacteriales a pesar de su interesante capacidad de absorciéon. Si bien es cierto que se
espera que este tipo de arcilla (la PLG) presente un comportamiento diferente a exhibido
por laMMT y sus compuestos, en virtud de que la PLG es una arcilla de tipo fibrilar y la
MMT del tipo laminar, seriainteresante conocer qué tan diferente podrian ser los materiales
elaborados a partir de este mineral arcilloso presente en nuestro Estado. Debido a lo
anterior, surgio laidea de preparar y caracterizar organoarcillas a partir de montmorillonita
y paigorskita, utilizando diacetato de clorhexidina como modificador orgénico y agente
antibacterial. Ademés de lo anterior, se redlizaron estudios comparativos del perfil de
liberacion de estas organoarcillas, asi como de sus hanocompuestos preparados con una

matriz polimérica de poli(acido léctico).

La presente tesis esta divida en tres capitulos; en € primero de ellos se presenta el marco
tedrico, donde se exponen los diferentes sistemas de liberacion de farmacos que existen;
luego se introduce € tema de los acarreadores que realizan un papel importante en la
liberacién controlada de farmacos y, finalmente, se profundiza acerca de la modificacion
organica de arcillas, la elaboracién de nanocompuestos y la actividad antibacterial del
diacetato de clorhexidina. En e mismo capitulo se desarrollan los antecedentes y se
formula la justificacion del proyecto, la hipotesis y los objetivos. En e capitulo 2 se
presenta la parte experimental donde se documenta todo el proceso de elaboracién de las
organoarcillas y nanocompuestos asi como los procedimientos de caracterizacion y los
estudios de liberacion del diacetato de clorhexidina. En e capitulo 3 se presentan los
resultados obtenidos de la caracterizacion y |os resultados de los estudios de liberacion, asi

como la discusion correspondiente; de este modo, se comparan los resultados obtenidos



paralas diferentes organoarcillas y nanocompuestos obtenidos. Finalmente, se presentan las
conclusiones a las que se llegaron con los resultados obtenidos, las recomendaciones para
trabajos futuros y, las referencias bibliograficas utilizadas durante el desarrollo del presente

documento.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Sistemas de liberacion de far macos.

La liberacion de farmacos es e método o proceso por medio del cual se suministra un
compuesto farmacéutico de forma programada, para lograr un efecto terapéutico en
humanos o animales [1]. Asi, hoy en dia, la ingesta de medicamentos (farmacos) para €l
tratamiento de un sinnimero de padecimientos, deficiencias o enfermedades, es un hecho
comun y cotidiano. Los compuestos suministrados generalmente se encuentran contenidos
(o encapsulados) en diferentes tipos de materiales que tienen como finalidad proteger d
medicamento para que éste llegue al sitio en € que actuard. Cuando e farmaco entra a
plasma sanguineo debe mantener idealmente su integridad quimicay una concentracion que
se ubique por encima de la concentracion minima efectiva (MEC, por sus siglas en inglés)
paralograr su efecto terapéutico, pero por debajo de la concentracion téxicaminima (MTC,
por sus siglas en inglés) para evitar sobredosis; es decir, € intervalo o rango terapéutico de
un medicamento es cuando su concentracion, en el plasma sanguineo, se encuentra entre la
MECyIlaMTC (ver Figural.l).

En la literatura existen diferentes formas de clasificar €l tipo de liberacidon del principio
activo, siendo unas méas completas y estrictas que otras. En general, la liberacion de
farmacos se dividen en dos tipos. liberacion inmediata y liberacion modificada del
medicamento (droga). En e primero de ellos (también [lamado liberacion convencional o
rapida) existe un control nulo en la tasa de liberacion y ésta depende de las propiedades
intrinsecas del f&rmaco (ver Figura 1.1a), mientras que en el segundo se modifica la rapidez
o € lugar de liberaciéon de la sustancia activa a través de formulaciones particulares y/o

meétodos de fabricacion especiales.



La liberacion modificada se sub-divide en liberacion retardada y liberacion controlada. En
los sistemas de liberacion retardada (ver Figura 1.1d), € medicamento no es liberado
inmediatamente después de haber sido suministrado (por gemplo algunas formulaciones
gastro-resistentes). En contraste, en los sistemas de liberacion controlada, e principio

activo esliberado de manera continua, prolongandose el efecto terapéutico.

La liberacién controlada de farmacos puede llevarse a cabo de dos maneras. de forma
sostenida (ver Figura 1.1c), en donde €l principio activo se libera a una velocidad constante
con el objeto de conseguir una velocidad de absorcion también constante y asi disminuir las
fluctuaciones de los niveles plasmaticos; o bien, de forma prolongada (ver Figura 1.1b), en
donde & farmaco es liberado de forma mas lenta que la de una forma farmacéutica de
liberacion convencional administrada por la misma via, de manera que la concentracion del

principio activo en €l plasma dure una mayor cantidad de tiempo [2-3].

MTC
— o O W 8 . - - O O - .

(a)
(d)

O — - W — o — 6

MEC

Concentracion del farmaco

Tiempo

Figura 1.1. Tipos de liberacién de farmacos. Inmediata (a), prolongada (b), sostenida (c) y retardada (d).



1.2. Modelado matemético de la cinética de liberacion.

El modelado matemético describe larapidez de liberacion del farmaco y el comportamiento
de difusion de estos sistemas mediante la solucion de un model o apropiado, reduciendo asi
el nimero de experimentos necesarios para establecer los requerimientos posoldgicos del
medicamento. EI modelado matematico en la liberacion controlada de farmacos puede
proporcionar conocimientos cientificos sobre los mecanismos de transporte masivo
implicados en € control de la liberacién del farmaco. El modelamiento matemético puede
facilitar significativamente la optimizacion de los productos existentes, como € desarrollo

de nuevos productos farmacéuticos [4].

1.3. Materiales utilizados como acarreador es (Vectores).

Los acarreadores (algunas veces también llamados vectores) son estructuras formadas a
partir de materiales de tamafio micrométrico 0 nanométrico que ofrecen la capacidad de
proteger a los farmacos de su degradacion hidrolitica y/o enzimética en € tracto
gastrointestinal; 10 anterior se logramediante el confinamiento del medicamento o principio

activo dentro de su estructura.

Con € desarrollo de la nanotecnologia, € uso de diversas sustancias de escala nanométrica
gue actian como nanoacarreadores ha cobrado un auge considerable; algunos g emplos de
estos materiales se muestran en la Figura 1.2. Los nanoacarreadores pueden controlar la
liberacion, suministrar farmacos a través de otras rutas diferentes a la oral, son capaces de
disminuir su metabolismo (asimilacién) de forma indirectay, liberar unamayor cantidad de
f&rmaco en el sitio deseado. Todo lo anterior minimiza las variaciones de la concentracion
del fa&rmaco en € plasma sanguineo, dentro del rango terapéutico, reduciendo los efectos

secundarios. [5-6].
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Figura 1.2. Ejemplos de acarreadores [5].

Los primeros nanoacarreadores que se utilizaron para e tratamiento de enfermedades
fueron los liposomas. Estas estructuras estén compuestas de fosfolipidos y tienen un
tamanio entre 50 y 100 nm. Normamente se emplean en la administracion de farmacos a
través de la piel, aunque también se han propuesto para la administracion pulmonar u
ocular. Su principal desventagja es que pueden ser eliminados por € cuerpo antes de cumplir
su objetivo, aunque eso puede evitarse modificandolos quimicamente agregandoles un

tensoactivo [5].

L as nanoparticulas poliméricas son estructuras solidas, con un tamafio entre 10 a 1000 nm,
en donde e farmaco se encuentra distribuido a través de toda la matriz y pueden ofrecer
unaliberacion sostenida de hasta meses. Su tamafio les permite ingresar alos capilaresy ser
absorbidos por las células [5-6]. Por su parte, las nanoparticulas sdlidas lipidicas resultan
ser menos téxicas que las poliméricas por su biodegradabilidad. Al igua que las
poliméricas, éstas son esféricas, con un tamafio entre 50 y 1000 nm. Tienen la propiedad de
atravesar la barrera hematoencefaica y alcanzar € tejido cerebral, por o que se emplean

paralaliberacion de medicamentos del sistema nervioso. Su principal desventaja es que se



necesitan altas temperaturas para poder obtenerse y eso puede degradar €l farmaco que se

deseaincorporar [5].

Las nanocdpsulas, aunque también son particulas poliméricas, éstas no son totalmente
solidas; poseen un nucleo liquido € cua esta rodeado por una pared polimérica. Su tamafio
se encuentra entre 100 y 500 nm. Entre los métodos de obtencion de nanocapsulas se
encuentran la polimerizacion interfacial, la precipitacion interfacial y los méodos de
nanodeposicion. Estas nanoestructuras resultan de gran interés porque la capa polimérica
protectora es la que permite a nanoacarreador €l control en la liberacion de los farmacos
[5-6].

Los dendrimeros son estructuras ramificadas con un nucleo interno; poseen ventajas como
su bgjo indice de polidispersidad, multiples sitios de unién, tamafio controlable y una
estructura fécil de modificar. El tamafio de estas estructuras va desde 10 nm hasta 100 nm.
[5-6].

Ademés de los casos anteriores, se han utilizados como nanoacarreadores parala liberacion
de farmacos, nanoparticulas inorganicas de oro, plata, niquel, 6xido de silicio y hierro,
ademas de sulfato de calcio, fullerenos, nanotubos de carbono y arcillas, entre otros. Las
dimensiones de estas nanoparticulas van de 0.8 a 200 nm, por |o que tienen una gran area
superficial que les permite cargar sustancias terapéuticas, aungue en algunos casos las
superficies de éstas se deben funcionalizar para promover su actividad terapéutica [5].

1.4. Arcillas

Las arcillas son aluminosilicatos hidrofilicos que poseen una gran area superficial, gran
capacidad de absorcion, propiedades reoldgicas Optimas, son inertes y poseen una baja
toxicidad. Debido a lo anterior, éstas pueden ser usadas en aplicaciones farmacéuticas
diversas, de entre las que destaca actuar como portadores de farmacos. Ademas, las arcillas

son féciles de obtener y a bajo costo [7-8].



Otra propiedad interesante que poseen las arcillas es la denominada “capacidad de
intercambio catidnico” (CEC, por sus siglas en inglés), que se define como la cantidad de
iones cargados positivamente que pueden ser atraidos por la superficie de la arcilla (la cual
se encuentra cargada negativamente) y es expresada en miliequivalentes (meq)/100 g de

arcilla[9].

Las arcillas se pueden clasificar de diferentes maneras; por gemplo, de acuerdo a proceso
geoldgico que las origing, a la ubicacion del yacimiento en el que se encuentran, a su
estructura, por sus propiedades, etc. Un grupo de arcillas que se ha utilizado en la medicina
tradicional y que es conocida como “tierras de fuller o de batan” (categoria proveniente de
la clasificacion de las arcillas segun sus propiedades de absorcién y blanqueamiento), han
sido estudiadas actualmente como sistemas de liberacion de farmacos, siendo la més
utilizada la montmorillonita. Estas arcillas se han estudiado solas o en combinacion con
otros materiales (como los polimeros) para formar nanocompuestos, ejemplos de estos son
el poli(alcohol vinilico)/montmorillonita (PVA/MMT) vy poliuretanos/montmorillonita
(PU/MMT) [10].

1.4.1. Montmorillonita

La principa caracteristica de este tipo de arcilla es su geometria laminar; tiene una
capacidad de intercambio de cationes que va de 80 a 100 meg/100 g y su férmula molecular
es (Na, Ca)oss(Al, M@)2(SisO10)(OH)2-nH,0. La estructura de la montmorillonita (MMT)
es del tipo 2:1, la cua se puede describir como arreglos de dos hojas o laminas, con
unidades tetraédricas, cubriendo una octaédrica de tamafio nanomeétrico (1 nm), tal y como
seobservaenlaFigural.3[11-12].



Figura 1.3. Estructura de la montmorillonita (MMT) [11].

L as unidades tetraédricas estan formadas por un atomo central de silicio rodeado de cuatro
iones de oxigeno, en una coordinacion tetragdrica (ver Figura 1.4a). Por su parte, las
unidades octaédricas se encuentran formadas por un &omo central polivalente de aluminio,
rodeado por seis iones de oxigeno o hidroxilo, en una coordinacion octaédrica (ver Figura
1.4b) [13]. Las laminas de la arcilla se encuentran unidas solamente por fuerzas de Van der
Waals, enlaces débiles de O-O y enlaces cation-O, o que hace que la red cristalina sea
inestable; ademas existe una carga negativa debido a la sustitucion isomorfica del silicio
(fendmeno que ocurre cuando un elemento perteneciente al mineral es sustituido por otro
elemento que tiene la misma forma pero diferente carga). Las sustituciones isomorficas
tipicas cambian e magnesio por &l aluminio y, en menor medida, €l aluminio por €l silicio.
Lo anterior permite una facil expansion del cristal y la entrada de moléculas de agua y
cationes como Na', K*, Ca®*, Mg®* en e espacio interlaminar, los cuales pueden ser
intercambiables [13-16].



(1 Oxigeno o Hidroxilo @ Aluminio

Figura 1.4. Unidades tetraédricas (a) y octaédricas (b) de la montmorillonita (MMT) [13].

1.4.2. Paligorskita

La paligorskita, también |lamada atapul gita, es un mineral fibroso, de aluminio y magnesio,
hidratado, cuya formula quimicaes (Mg, Al)2Si4010(OH)*4(H,0); es considerada como una
tierrade batan o de fuller porque tiene capacidades de absorcion y blanqueamiento, como la
montmorillonita, aunque ésta ultima tiene mayor CEC [10]. Su estructura también es del
tipo 2:1, con hojas octagdricas de 6xido/hidroxido de magnesio o aluminio dentro de hojas
tetraédricas de silice, aunque éstas se encuentran a manera de cinta, a diferencia de la
montmorillonita (ver Figura 1.5a). Ademas, la paligorskita presenta espacios vacios
[lamados micro-tineles donde se encuentran cationes intercambiables, asi como agua
zeolitica. Los micro-tuneles son formados por una discontinuidad de la hoja octaédrica
debido a una inversiéon periddica de la hoja tetraédrica [11, 17]. Cada cinta se une a la
siguiente mediante enlaces Si-O y, de esta forma, los apices tetraédricos apuntan en
direcciones opuestas en las cintas adyacentes (ver Figura 1.5b). Las cintas se encuentran
paraelamente al ge X y tienen una anchura promedio en € ge Y de 1.79 nm. Existen
atomos de oxigeno que se encuentran en e borde de la hoja octaédrica, los cuales se
encuentran coordinados a |los cationes ubicados solo del |ado de la cinta, mientras que en €l

lado de los canales ocurre coordinacion y balance de cargas debido a agua coordinada y
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una pequefia cantidad de cationes intercambiabl es presentes en los micro-tuneles. Las cintas

forman fibras que pueden medir varios micrometros de longitud y, de 10 a 30 nm de

espesor (ver Figura 1.5¢), con canales internos paralelos alalongitud de la fibra [18]
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Figura 1.5. Estructura de la paligorskita (PLG). Estructura tipo cinta (a); Arreglo de las cintas (b); Fibras de la
paligorskita (c). [11,18].
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La Tabla 1.1 muestra las principales caracteristicas de la montmorillonitay la paligorskita.

Tabla 1.1. Tabla comparativa de las arcillas montmorillonita y paligorskita

Propiedad Montmorillonita Paligorskita
CEC 80 - 100 meg/ 100 g 10 - 50 meg/ 100 g
Estructura 2:1; hojas octaédricas 2:1; hojas octaédricas
dentro de tetraédricas dentro de tetraédricas a
formando |aminas. manerade cinta.
Morfologia laminar fibrilar

1.5. Modificacién organica de las arcillas.

Las arcillas modificadas orgénicamente son comunmente Ilamadas organoarcillas. El
proceso de modificacion orgénica de las arcillas normamente involucra un intercambio de
cationes, de los iones calcio o sodio originales, por otros, este intercambio de iones se
realiza normalmente en soluciones acuosas. Sin embargo, las arcillas pueden ser
modificadas mediante € injerto de sustancias especificas (por egemplo, agentes de
acoplamiento tipo silano, polimeros, etc.). El objetivo de llevar a cabo esta modificacion es
reducir la energia superficial de las arcillas para hacerlas mas afines con materiales de
interés; en el caso de compuestos poliméricos, € proceso trata de igualar la polaridad de

éstas con lade polimero; es decir, mejorar la compatibilidad entre ambos. [8]

La insercion de sustancias a las arcillas no solo modifica la superficie de las arcillas
incrementando su caracter hidréfobo, sino que también incrementa el espacio basal de las
arcillas laminares, o que facilita la intercalacion de sustancias quimicas o bien, cadenas
polimeéricas durante la preparacion de nanocompuestos a partir de éstas. La estructura de la
organoarcilla y e espacio entre sus l&minas también dependera no solo del tamafio
molecular de las sustancias insertadas durante la reaccion de modificacion, sino también de

la concentracion de estas Ultimas. [8, 14, 19-20]
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La afinidad a la hidratacion de los cationes de sodio monovalentes facilita el proceso de
intercambio idnico e incrementa la eficiencia de la modificacion organica en las laminas de
laarcilla; en contraste, las arcillas que contienen cationes divalentes, como € calcio, no son

facilmente hidratables por |o que su proceso es menos eficiente [8].

1.6. Diacetato de clorhexidina (AC)

1.6.1. Estructura y propiedades antibacteriales

La clorhexidina es una sustancia antiseptica, con accion bactericida de amplio espectro vy,
fungicida; es hidrofoba, lipofilicay resulta ser dicatiénicaa un pH > 3.5 [21-22]. Debido a
las caracteristicas descritas anteriormente, resulta ser e antiséptico y biocida més utilizado
en la actualidad para evitar la transmisién de enfermedades causadas por bacterias en los
hospitales y, en aplicaciones tOpicas como antisépticos y agentes antiplaca en productos
dentales [16,23]. La clorhexidina es una molécula simétrica y esta conformada por dos
anillos de clorofenilo y por dos grupos biguanida que se conectan por medio de un puente
centra de hexametileno. Dos de las presentaciones mas comunes de la clorhexidina,
comercialmente disponibles, son e gluconato y el acetato, siendo este ultimo € mas
utilizado cuando se quiere usar esta sustancia como modificador organico de arcillas; su

estructura se presenta en laFigura 1.6. [22,24].

Cl

cl

Figura 1.6. Estructura quimica del diacetato de clorhexidina (CA) [25].

13



La clorhexidina (ver Figura 1.7a), por ser dicationica, resulta atraida por la carga negativa
presente en los fosfolipidos y lipopolisacéridos de la pared celular de la bacteria afectando
la integridad de ésta (Figura 1.7b). Al ser dafiada la pared bacteriana, la clorhexidina
destruye la membrana interior causando fuga de los componentes de la bacteria (Figura
1.7¢), lo cua provoca su muerte (Figura 1.7d) [21-22,27].

Figura 1.7. Mecanismo de accion de la clorhexidina como agente antiséptico [26].

Es importante mencionar que es poco comun encontrar efectos secundarios negativos por la
aplicacion de este farmaco y, hasta é momento, no se conoce que alguna bacteria haya

desarrollado resistenciain vivo haciala clorhexidina[28].

1.6.2. El diacetato de clorhexidina como modificador organico

Por su naturaleza dicationica, el diacetato de clorhexidina (CA) ha sido utilizado de la
misma manera que las sales de aquilamonio y de aquilfosfonio para modificar
organicamente a las arcillas. El CA contiene grupos cargados positivamente (cabeza) que

pueden interactuar con la estructura de la arcilla, mientras que sus colas hidrofdbicas
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(cargadas negativamente) facilitan el hinchamiento (aumento del espacio interlaminar) de

las arcillas y laintercalacion polimérica (ver Figura 1.8) [29].

laminas de MMT hinchamiento de arcillas intercalacion polimérica

Figura 1.8. Modificacion orgdnica de las arcillas [20].

1.7. Técnicas de caracterizacion para e seguimiento de la modificacién organica de las

arcillas.

El incremento de la distancia interlaminar es una caracteristica muy importante en una
organoarcilla con estructura laminar. Una técnica ampliamente utilizada para conocer €l
incremento de este parametro es la difraccion de rayos-X (XRD, por sus siglas en inglés).
Las arcillas muestran picos caracteristicos en los difractogramas de XRD debido a su
estructura laminar y, de estas sefiales se puede estimar € aumento en la separacion de las

ldminas utilizando laley de Bragg, la cual se representa mediante la siguiente ecuacion:

n =2-d-s

Donde:

N : esun nimero entero

A: longitud de onda de los rayos X

d: distancia entre planos basales

8: &ngulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersion
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Se debe mencionar que la difraccion de rayos-X es dependiente de las capas cristalinas
basales (001) porque las intensidades de esos planos son las més atas [30]. Para calcular €
incremento en la separacion de las ldminas de las organoarcillas se debe notar un
desplazamiento en 26 a valores més bajos; eso nos indicaria que el modificador organico

esta alojandose entre las |aminas que forman la estructura del mineral [14,31].

Técnicas analiticas como la Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR, por sus siglas en inglés) y e Andlisis Termogravimétrico (TGA, por sus siglas en
inglés) también han sido utilizadas para monitorear la modificacion de las organoarcillas.
Por egiemplo, la FTIR puede identificar no sélo las bandas de absorcion pertenecientes a la
arcilla (como los grupos hidroxilo que estén unidos a silicio y aluminio, y agua localizada
en los canales interlaminares o zeoliticos), sino que también es capaz de identificar los
grupos funcionales pertenecientes a las especies organicas contenidas en las organoarcillas
[14,16, 32]. Por su parte, los estudios de Termogravimetria proporcionan no solo datos
sobre la estabilidad térmica de las arcillas, sino también informacion respecto de los
diferentes tipos de agua presentes en estos minerales. Cuando las arcillas son modificadas
organicamente se observa un incremento en € nimero de eventos obtenidos durante las

pruebas de TGA, |o que demuestra que estos minerales han sido modificados [14,16, 33].

1.8. Materiales compuestos

Un material compuesto es aquel formado por la union de dos o mas materiales y cuyo fin
ultimo es obtener propiedades que no poseen ninguno de sus constituyentes. Entre estas
propiedades se pueden mencionar la densidad, resistencia, dureza, permeabilidad,
propiedades eléctricas, biodegradabilidad, propiedades dpticas, entre otras. En un material
compuesto existe una fase continua Ilamada matriz y una fase dispersa denominada relleno
(carga) o refuerzo y, si e tamafio de los agregados son de escala nanométrica, entonces |o

gue se producira es un Nnanocompuesto.

16



1.8.1 Nanocompuestos

Los nanocompuestos son materiales compuestos en los cuales a menos una de sus fases
posee dimensiones nanométricas y emergen para solucionar las limitaciones presentadas
por los materiales microcompuestos y monoliticos (de un solo elemento) [34]. A diferencia
de otros materiales compuestos, |os nanocompuestos presentan una mayor relacion
superficie/volumen de la fase de refuerzo o carga (particulas, fibras, laminas exfoliadas,

etc.,) ademas de unarelacion de aspecto extremadamente alta [35].

Los nanocompuestos pueden clasificarse segin la matriz que abergue al agregado
(refuerzo o carga); asi, existen nanocompuestos con matriz ceramica, con matriz metaicay
con matriz polimérica. Estos Ultimos ofrecen ventajas sobre |os otros materiales ya que son
faciles de producir, tienen bajo peso y un ductilidad adecuada [8, 36]; a pesar de lo anterior,
su desempefio mecanico no es del todo satisfactorio. Uno de los materiales de tamafio
nanométrico mas utilizados en la elaboracion de nanocompuestos son las arcillas debido a

que éstas of recen propiedades de barreray mejoran |as propiedades mecanicas [27].

L os nanocompuestos de matriz polimérica reforzados con arcillas son clasificados segun el
grado de dispersion de estos minerales en la matriz en: nanocompuestos aglomerados,
intercalados y exfoliados (Figura 1.9). En los nanocompuestos aglomerados, las cadenas
poliméricas de la matriz no pueden intercalarse entre las laminas de la arcilla, asi que se
puede notar la presencia de cada fase (matriz y agregado). Los nanocompuestos
intercalados se forman cuando una o varias cadenas poliméricas se insertan entre las
l&minas, pero € arreglo de éstas aln persiste y, por ultimo, se pueden obtener
nanocompuestos exfoliados cuando las [aminas estan compl etamente dispersas en la matriz

polimérica; en este Ultimo caso, se obtienen propiedades mejoradas [8, 37].
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Figura 1.9. Tipos de nanocompuestos usando arcillas y polimeros [37].

Las arcillas laminares exfoliadas e otorgan a los nanocompuestos propiedades de barrera
gue incrementan la liberacion prolongada de farmacos. El efecto barrera (Figura 1.10) es
creado por que la dispersion de nanoparticulas en la matriz polimérica forma un camino

tortuoso que permite una liberacion mas prolongada del medicamento.

Polimero
e y =0
| —] B Arcilla
———— [o———————
__ | m— |
[ e | —————
— = |

Figura 1.10. Efecto barrera [34].

Es complicado preparar nanocompuestos a base de polimeros y arcillas con una buena
dispersion debido a que las arcillas son hidréfilas y los polimeros son principa mente
hidréfobos. Por lo tanto, es necesario modificar las laminas de las arcillas con agentes

hidrof 6bicos para hacerlas compatibles con los polimeros [ 14, 19-20].

Aungue existen varias técnicas para incorporar las arcillas alas matrices poliméricas con la
finalidad de obtener nanocompuestos, los métodos de mezclado en fundido y evaporacion
del disolvente son, por mucho, los dos més utilizados. La técnica de mezclado en fundido
incorpora las nanoparticulas a una matriz polimérica que se encuentra en estado fundido

(liquido de alta viscosidad). Para lograr obtener un material homogéneo, la mezcla es
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sometida a altas temperaturas y altas tasas de corte, por |o que la mayoria de los farmacos
podrian experimentar degradacion con este procedimiento y disminuir su efectividad. Este
proceso puede llevarse a cabo en un mezclador intensivo, un extrusor, una inyectora, entre
otras. En el mezclado en fundido, € polimero puede penetrar en e espacio interlaminar de
la arcilla debido a la temperatura elevada y altas tasas de corte, obteniéndose de esta
manera nanocompuestos con particulas exfoliadas o intercaladas. Para que esto ocurra es
necesario gque exista una compatibilidad adecuada entre el polimero y la superficie laminar

delaarcilla, yaque de lo contrario se obtendran nanocompuestos agregados.

Por otra parte, la técnica de evaporacion del disolvente consiste en dispersar las arcillas en
un liquido que sea capaz de disolver al polimero. Para esto, se preparan de manera
independiente una solucién polimérica 'y una dispersion de particulas; éstas se mezclan y €
producto se vierte en un recipiente adecuado que permita la evaporacion del disolvente
utilizado. Este procedimiento no requiere altas temperaturas y permite que e polimero
pueda penetrar en la estructura laminar de las arcillas para formar estucturas intercaladas o
exfoliadas. [38-39]. En este trabajo se utilizo la técnica de evaporacion del disolvente para
no someter el material obtenido a altas temperaturas, 1o cua podria afectar |a estabilidad

del f&rmaco utilizado en este trabgjo.

1.9. Poli(&cido lactico)

El poli(&cido léctico), PLA, es un polimero formado por unidades de &cido l&ctico el cual es
producido por la fermentacion microbiana de recursos agricolas renovables como el
almidon del maiz, raices de tapioca o cafia de azucar; es biocompatible y, biodegradable a
través de vias hidroliticas y enziméticas; su estructura quimica se muestraen laFigura 1.11
[40-41].

Figura 1.11 Estructura quimica del poli(acido lactico) [40].
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El PLA fue descubierto en 1932 por Carothers cuando produjo PLA de bajo peso molecular
calentando al vacio acido lactico mientras removia € agua condensada [42]. A partir de ese
momento, se desarrollaron diferentes métodos de obtencion buscando polimeros de mayor
peso molecular. Actualmente, el PLA es obtenido mediante policondensacion, o bien, a
través de la polimerizacion por apertura de anillo de un intermediario denominado lactida
(Figura 1.12). La polimerizacion por aperturade anillo produce PLA de alto peso molecular,
a diferencia del proceso de policondensacion que generalmente produce PLA de bajo peso
molecular, porque en este Ultimo resulta complicado eliminar e agua generada en las

Ultimas etapas de la polimerizacion [41].
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H CHa
A PLA

acido lactico T

Figura 1.12. Esquemas de la produccién de PLA. Policondensacion (a) y por apertura de anillo (b) [41].

Las propiedades del PLA dependen principalmente de su peso molecular y de su grado de
cristalinidad. Un mayor peso molecular genera un aumento en la temperatura de transicion
vitrea (Tg) que es de 55 °C; en la temperatura de fusion (T), la cual es aproximadamente
de 130-160 °C y en el modulo elastico; en contraste, disminuye tanto e esfuerzo a tension
como su biodegradacion. Esto Ultimo es debido a que la parte cristalina del PLA es mas
resistente a la degradacion que la parte amorfa. Por Ultimo, el PLA es soluble en diferentes

disolventes organicos como € cloroformo y € diclorometano (DCM) [40,42-43].

Conviene sefidlar que aungque el PLA es un material hidrofobico, debido a la presencia del

grupo lateral —CHg, éste es susceptible a degradaciones hidroliticas debido a rompimiento
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de sus enlaces ésteres; |0 anterior permite que el PLA sea una material biodegradable [42-
43].

Este polimero, por ser biodegradable y biocompatible, esta aprobado por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) para
poder tener contacto directo con fluidos biolégicos y, por o tanto, es muy usado en €l area

de lasalud en suturas, apositosy sistemas de liberacion de farmacos [41].

1.10. Antecedentes

La modificacion de las arcillas para incorporar a éstas compuestos antibacteriales es un
hecho que se ha reportado en los Ultimos afios. Este proceso tiene como finaidad el
desarrollo de materiales que liberen el principio activo incorporado ala arcilla, evitando de
esta manera la proliferacion de bacterias, hongos u otros microorganismos. Las arcillas que
se han utilizado para este fin son fundamentalmente las montmorillonitas de sodio y calcio
mientras que los agentes antibacteriales incorporados han sido diversos. Algunos autores
han reportado e uso de cationes metélicos antibacteriales como Ag*, Cu®*, Zn**, etc., en la
modificacion de montmorillonitas; sin embargo, la acumulacion de estos metales en los
diferentes organos y tejidos, su pobre estabilidad en soluciones acuosas y, € costo de la
preparacion en materiales bactericidas que contengan Ag™ son desventajas que hacen poco
atractivo su uso [44-45]. En contraste, |0s cationes organi cos antibacteriales no exhiben las
desventajas antes mencionadas [31,46]. Por esto, varios autores reportan haber modificado
arcillas laminares con e agente antibacteria denominado diacetato de clorhexidina. Yang
et al. [31] modificaron con este compuesto dos tipos de montmorillonita: una de sodio y la
otra de calcio, para aplicaciones antibacteriales. La monmorillonita de sodio presentd un
aumento del 36% en la distancia interlaminar de la arcilla, mientras que en la de calcio
solamente se logro un 9%. A pesar de lo anterior, la segunda exhibio propiedades anti-
bacteriales mas potentes; € trabajo de Yang et al., no contempl6 la realizacion de estudios
de cinética de liberacion.

Meng et al. [14] también modificaron organicamente la montmorillonita de sodio con el

diacetato de clorhexidina para eliminar bacterias como la Pseudomonas aeruginosa y €
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Saphylococcus aureus. Estos autores determinaron que la arcilla modificada
organicamente puede liberar clorhexidina a manera de réfaga en las primeras 24 horas y de
manera continua por 3 dias, ademés, las organoarcillas exhibieron buenas propiedades
antibacteriales. De la misma forma, se determind que la distancia interlaminar aumento un
28%.

Por su parte, Fong et al. [20] incorporaron el diacetato de clorhexidina como modificador
organico de la montmorillonita y evaluaron la actividad antibacterial del nanocompuesto
generado a partir de la arcilla modificada y una matriz polimérica de poliuretano. Los
resultados mostraron que € acetato de clorhexidina puede funcionar como modificador
organico y como agente antibacterial en nanocompuestos que usen poliuretanos como
matriz. De igual forma, se demostrd que €l poliuretano puede separar alin mas las laminas
de la arcilla modificada incrementando €l espacio hasta en un 87%. En una investigacion
posterior, Fong et al. [29], trabajaron en el desarrollo de nanomateriales que fueran capaces
de eliminar las bacterias presentes en el sistema urinario tales como la Proteus mirabilis, l1a
Pseudomonas aeruginosa y la Klebsiella pneumonia. Confirmaron que el nanocompuesto
libera clorhexidina a manera de réfaga en las primeras 24 horas y de manera continua por 3
dias, similar alo reportado por Meng et al. [14]. Ellos mencionaron que € efecto réfaga se
debe a la ruptura de enlaces débiles formados entre la clorhexidina y la superficie de la
arcilla. El efecto barrera causado por la exfoliacion de las |aminas de las arcillas permite

unaliberacion més controlada y sostenida del agente antibacterial.

Campos et al. [47] realizaron estudios de liberacion de clorhexidina en el campo de la
odontologia. Ellos dispersaron una montmorillonita modificada comercial denominada
Cloisite 30B, en una matriz organica polimérica elaborada con Bisfenol Glicidil Metacrilato
y Trietilenglicol Dimetacrilato (BisGMA /TEGDMA). El estudio comprobé que cuando la
clorhexidina es incorporada en una arcilla como e Cloisite 30B, se observa una liberacion
inicial de rafaga en las primeras 24 h y de forma continua hasta 72 h. Aunado a lo anterior,
el compuesto desarrollado también exhibe una caracteristica interesante: libera clorhexidina
hasta las 366 horas.
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Finalmente, también se debe sefiaar que existen reportes de modificacion de otras arcillas
como la kaolinita [46] y la vermiculita [48] con e diacetato de clorhexidina, aunque
después de una revision exhaustiva de la literatura, no se encontraron reportes de
modificacion de la paligorskita con el agente antibacterial mencionado anteriormente. Por
lo tanto seria interesante llevar a cabo este proceso y comparar 10 que se obtenga con

sistemas reportados en la literatura previamente.

1.11. Justificacion

Aungue € uso de arcillas en sistemas de liberacidn controlada de farmacos no es nuevo,
con el desarrollo de la nanotecnol ogia ha cobrado un auge considerable en los Ultimos afios.
En la literatura existen varios reportes que han incorporado compuestos de clorhexidina a
nanoarcillas con la finalidad de poder liberar este farmaco a partir de las organoarcillas
generadas, o bien de nanocompuestos preparados a partir de éstas. Esto obedece a que la
clorhexidina es un agente antifiingico y antibacterial, con pocos o nulos efectos secundarios,
y no se conoce hasta e momento la existencia de alguna bacteria que haya desarrollado
resistenciain vivo hacia este compuesto.

En la mayoria de los trabgjos reportados, la nanoarcilla utilizada para la incorporacion de
este agente antibacterial ha sido la montmorillonita de sodio o de calcio, aunque también
existen reportes de la incorporacion de la clorhexidina en minerales como la kaolinitay la

vermiculita

Por otro lado, € subsuelo del estado de Yucatdn estd4 constituido principalmente por
sedimentos calcéreos (caliza), aunque en € sur del estado existen minas de materiales
arcillosos, de entre las que destaca la paligorskita [49-50]. Hasta donde se sabe, no existe en
la literatura trabagjos que utilicen este tipo de arcillas para encapsular farmacos como €l
acetato de clorhexiding, ni tampoco nanomateriales a partir de estas arcillas modificadas
organicamente, que funcionen como matrices para la liberacion controlada de farmacos.
Esto podria representar un interesante nicho de estudio que no solo se podria generar nuevo
conocimiento, sino que también podria proporcionar un valor agregado a estos minerales

23



localizados en el sur del estado de Y ucatan, detonando asi la economia de esta zona que

posee un bajo desarrollo.
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Objetivos

General

Estudiar la liberacién de clorhexidina a partir de organoarcillas preparadas a base de

montmorillonita o paligorskita, y de sus nanocompuestos preparados con poli(acido lactico).
Especificos

a) Modificar organicamente las arcillas con diacetato de clorhexidina (CA).

b) Caracterizar las arcillas modificadas organicamente mediante Espectroscopia
infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), difraccion de rayos-X (XRD), Andlisis

Termogravimétrico (TGA), entre otros.

¢) Preparar nanocompuestos a partir de poli(acido lactico) y las arcillas modificadas
organicamente.

d) Estudiar la cinética de liberacién de la clorhexidina a partir de las organoarcillas,

y sus nanocompuestos, mediante espectroscopia UV-Vis.

€) Modédar la cinética de liberacion del CA a partir de las organorcillas y sus

nanocompuestos.
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Hipétesis
El perfil de liberacion de clorhexidina obtenido a partir de la paligorskita modificada

organicamente, y sus nanocompuestos, sera similar o megjor (mayor rapidez de liberacion)

al obtenido utilizando montmorillonita
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CAPITULO 2

PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiales

En este estudio se utilizaron dos tipos diferentes de arcillas: montmorillonita (MMT) y
paligorskita (PLG). Se obtuvo Na'-MMT (Cloisite™ Na+) de Southern Clay Products, Inc.
(Estados Unidos) la cual no recibio tratamiento antes de usarse; mientras que la paligorskita
cruda fue colectada de una cantera localizada en Chapab, Y ucatédn, México. 100g de arcilla
cruda fue purificada antes de someterse a modificaciones de la siguiente forma: la muestra
fue molida y tamizada a través de una malla 70, se disperso en 2L agua destilada y fue
tamizada nuevamente con una malla 100 para eliminar los residuos pétreos. Luego, fue
sujeta a una activacion acida empleando 1L de una solucién 1IN HCI (J.T. Baker, 37% de
pureza) durante 1 h a 80 °C. Se centrifugd (2500 rpm por 20 min.) y se lavo retirando €
sobrenadante; € precipitado fue re-dispersado en 1L de agua destilada y agitado
mecanicamente por 1lh. Este proceso se llevo a cabo varias veces hasta que e pH del

sobrenadante estuvo cercano a 7. Finalmente, la paligorskita fue secada a 100°C por 24 h.

De acuerdo con € distribuidor, la montmorillonita de sodio (Cloisite™ Na®) tiene una
Capacidad de Intercambio de Cationes (CEC, por sus siglas en inglés) de 92.6 meg/100 g,
mientras que la paligorskita purificada tiene un valor de CEC de 26.2 meg/100 g [51]. El
Diacetato de Clorhexidina (CA) fue adquirido de Sigma Aldrich Co, USA, con una pureza
de 99%. Como matriz polimérica se utilizd poliacido léactico (PLA), Ingeo 2002D, grado

extrusion/termoformado, de Natureworks, Estados Unidos.

2.2. Sintesis de las organoarcillas

En la preparacion de organoarcillas (CA-MMT o CA-PLG), 0.5 g de organoarcillas (MMT
0 PLG) fueron dispersadas en 25 ml de agua destilada usando un bafio de ultrasonido por

40 min a temperatura ambiente. Por otra parte, varias cantidades de acetato de clorhexidina
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(correspondiendo a 0.5, 1.0 y 2.0 veces € vaor de la CEC de las organoarcillas) fueron
disueltas en 15 mL de agua destilada. Estas dos disoluciones fueron mezcladas usando un
agitador magnético, € valor de pH se gusté a 4.1 con H3PO, [14,16] y la solucién
resultante se mantuvo a 70°C, durante 3 h, con agitacion magnética. Después de la
centrifugacion (3500 rpm), los sedimentos se lavaron con agua desionizada y se secaron en
una estufa a vacio a 80 °C por 24 h. El procedimiento se esquematiza en lafigura 2.1. La
nomenclatura para las diferentes muestras de organoarcilla preparadas en este trabgjo se
resume en latabla 2.1.

Tabla 2.1. Nomenclatura para las diferentes muestras de organoarcillas

Contenido de CA Montmorillonita Paligorskita
0% CEC MMT PLG
50% CEC CA-MMT 0.5 CA-PLG 05

100 % CEC CA-MMT 1.0 CA-PLG 1.0
200% CEC CA-MMT 2.0 CA-PLG 2.0
" agua C agua
Alciia destilada A destilada
l 1] | T
| I
30 min en 30 min en
ultrasonido ultrasonido
1 |
|
Arcilla + CA
3 h en ultrasonido
pH 4.1; 70 °C
|
centrifugado
30 min; 3500 rpm

1

secado en homo 80 °C;
pulverizado

Organocarcilla

Figura 2.1. Procedimiento para preparar organoarcillas.
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El procedimiento utilizado para calcular la cantidad en gramos del CA necesarios para
tratar las arcillas (MMT y PLG) con las relaciones de CEC (0.5, 1.0 and 2.0 veces)
descritasen laTabla 1 se presentaen el Anexo 1.

2.3. Caracterizacion de las organoarcillas

2.3.1. Andlisis Elemental

Se estudio la composicion elemental de las nanoarcillas por medio del microandlisis por
Energia Dispersiva de Rayos X (EDX) usando un Espectréometro de Energia Dispersiva
(EDS) Oxford Inca Energy 200 acoplado a un SEM JEOL JSM 6360 LV. Se hicieron tres
mediciones en diferentes areas de la muestra para determinar la composicion promedio de
los materiales. De igual forma, se realizé un andisis elemental empleando un analizador
elemental organico CHNS-O de la serie Thermo Scientific Flash 2000.

2.3.2. Microscopia Electrénica de Barrido

Se usd un SEM JEOL JSM 6360 LV con un voltge de aceleracion de 20 kV para
determinar la morfologia de las arcillas. Las muestras fueron recubiertas con oro para una
mayor penetracion de electrones y se usd cinta conductora adhesiva de carbono para cubrir
el portamuestras. Para obtener €l didametro promedio de las fibras de silicato y su

distribucion, se midieron 100 fibras usando € software Visio®.

2.3.3. Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier

Los espectros de infrarrojo de las nanoarcillas se obtuvieron usando un equipo Thermo
Scientific Nicolet 8700 mediante la técnica de reflectancia total atenuada (ATR, por sus
siglas en inglés) usando un cristal de Ge. Los datos de las muestras fueron obtenidos en el
intervalo de 4000-650 cm™, con una resolucién de 4 cm™. Se hizo con un promedio de 50
barridos. El andlisis se empled para determinar los grupos funcionales presentes en las
arcillas pristinay en las modificadas (CA-MMT y CA-PLG) [14, 16, 20].
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2.3.4. Difraccion de Rayos X

El incremento del espacio basal (do;) de la montmorillonita (MMT), debido a la
intercalacion del dicetato de clorhexidina, se determind usando la ley de Bragg utilizando
el angulo 26 al cua se obtuvo la reflexion maxima en los difractogramas de rayos X. Los
patrones de XRD se obtuvieron con un difractémetro Siemens D-5000, con una longitud de
onda Cu Ka = 1.5418 A generada a un voltagje de 35 kV y a una corriente de 24 mA. Los
datos fueron recolectados en € intervalo 20 de 2-60°, con un tiempo de paso de 3s 'y un

tamario de paso de 0.02°.

2.3.5. Andlisis Termogravimétrico

El ensayo sirvid para determinar los eventos de degradacion térmica del diacetato de
clorhexidina (CA) y de las arcillas pristinas y modificadas. Los experimentos se llevaron a
cabo en un equipo Perkin EImer TGA-7 en un intervalo de temperatura de 50 a 650°C, con
una tasa de calentamiento de 10°C/min., bajo una atmésfera de nitrégeno. Se utilizaron

muestras de 10 mg.

2.4. Preparacion del Material Compuesto

Para preparar el nanocompuesto se €ligio el proceso en solucion, en donde se dispersaron
las organoarcillas en una matriz polimérica de PLA (PLA/CA-MMT y PLA/CA-PLG) a
una concentracion de 20 % en peso de la arcilla modificada. Se empleo la técnica de
elaboracion de peliculas por evaporacion de disolvente usando diclorometano (DCM)
siguiendo el procedimiento reportado por Shameli et al.[52]. En sintesis, se dispersd 90 mg
de arcilla modificada (CA-MMT y CA-PLG) en DCM durante 40 min a temperatura
ambiente utilizando un bafio de ultrasonido. Posteriormente, se afladieron 375 mg de PLA y
se mantuvo la agitacién durante 1 h; por dltimo, se vertio la mezcla (casting) en cajas de

Petri y se secd atemperatura ambiente. El diagramadel proceso se muestraen lafigura2.2.
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[ﬂrganua:cilla] [Disulvente]

A0 min

en
ultrasonido PLA |

1

1 h en agitacion ,
temperatura ambiente

|
Casting ]

en superficie de
vidrio

[ Secado ]

Nanocompuesto

Figura 2.2. Procedimiento para preparar nanocompuestos.

2.5. Estudios de liberacion del CA

Se prepard una solucion madre con 10 mg del diacetato de clorhexidina (CA) diluidos en
10 ml de buffer fosfato salino (PBS, Sigma aldrich), es decir 1000 pug/ml. Con lafinalidad
de obtener lalongitud de onda méxima (Amax) de absorcion del CA en PBS, se llev6 a cabo
un barrido de A de 240 a 300 nm, utilizando una solucion con una concentracion de 50
pg/ml, preparada a partir de la solucién madre, tal y como lo reportd Lohar et al. [23]. La
Figura 2.3 presenta e espectro UV-Vis de la solucion CA/PBS 'y, se puede observar que la
maxima absorcion se obtuvo a 264 nm.
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Figura 2.3. Espectro UV-Vis de una solucion de CA/PBS en la regién de 240 nm a 300 nm.

De la solucion madre también se prepararon diluciones que contenian 10, 20, 30, 40, 50, 60
y 70 pg/ml de CA/PBS y se determinaron sus respectivas absorbancias. Una solucion de
PBS sin CA fue utilizada como blanco (referencia). Los valores obtenidos en las pruebas
anteriores fueron graficadas para construir una curva de caibracion (Figura 2.4.). El
coeficiente de correlacion (r?) fue calculado por € equipo de espectroscopia UV-Vis

utilizando |a técnica de minimos cuadrados.
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Figura 2.4. Curva de calibracion del diacetato de clorhexidina.

2.5.1. Liberacién a partir de las organoarcillas

Los estudios de liberacion de CA de las nanoarcillas en un medio de buffer fosfato salino
(PBS) (pH= 7.3) se llevaron a cabo colocando 40 mg de cada organoarcilla en 40 ml de
PBS y la disolucion se mantuvo en agitacion magnética a 37°C. Se retiraron 5 ml de la
muestra a interval os regulares de tiempo durante 24 h 'y el mismo volumen se remplazd con
un medio de disolucion fresco [14,31]. Las muestras retiradas se centrifugaron y €
sobrenadante se analiz6 para determinar € contenido de CA mediante espectroscopia UV -
Vis a 264 nm. Estos estudios se duplicaron para cada muestra y los valores promedio se

utilizaron en el andlisis de datos.

2.5.2. Liberacion a partir del material compuesto

Se llevaron a cabo estudios de liberacion de CA a partir de los nanocompuestos, en un
medio de buffer fosfato salino (PBS) (pH= 7.3). Se colocaron 315 mg de cada
nanocompuesto en 40 ml de PBS y la disolucion se mantuvo en agitacion magnética a 37°C.
Se retiraron 5 ml de la muestra a intervalos regulares de tiempo durante 48 h y e mismo
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volumen se remplazo6 con un medio de disolucion fresco [14,31]. Se analizaron las muestras

para determinar € contenido de CA mediante espectroscopia UV-Visa264 nm.

2.6 Modelamiento de la cinética de liberacion del CA

En este trabagjo se utilizaron cinco model os para estudiar la cinética de liberacion del CA, a
partir de las arcillas modificadas y de sus nanocompuestos (ver Tabla 2.2). Estos modelos

han sido reportados para sistemas similares a los estudiados en este trabgjo (nanoarcillas
con PLA) [29,53].

Tabla 2.2. Modelos utilizados para el estudio de la cinética de liberacion del CA

Modelo Ecuacion
Orden cero f = Kkgt

Primer Orden In(1 —f) = k;t
Higuchi f = kyt!/?
Hixon-Crowell 1—(1—6HY2 =Kyt
Korsmeyer-Peppas f = kg_pt"

Donde f esla fraccién del medicamento liberado, t € tiempo, y k representa la constante de
rapidez para cada modelo.
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CAPITULO 3
RESULTADOSY DISCUSION
3.1. Apariencia fisica

En la Figura 3.1 se muestra la apariencia que tienen las arcillas modificadas organicamente
con diacetato de clorhexidina. Se puede apreciar que €l color de las arcillas (tanto laMMT
como la PLA) se vuelve ligeramente mas intenso cuando se incrementa la concentracion
del CA.

Figura 3.1. Arcillas modificadas organicamente con el diacetato de clorhexidina.

Por otra parte, en la Figura 3.2 se muestra la apariencia de |os nanocompuestos preparados
con poliacido lactico (PLA) y las organoarcillas: CA-MMT 2.0 y CA-PLG 2.0 preparados
mediante |a técnica mezclado en solucién. Se puede notar que el nanocompuesto preparado
con montmorillonita exhibe una pobre distribucion de la organoarcilla en la matriz
polimérica (ver Figura 3.2a); es decir presenta un aspecto heterogéneo, con zonas ricas en
e mineral (aglomerados de arcilla). En contraste, € nanocompuesto preparado con
paligorskita presenta una apariencia homogénea (ver Figura 3.2b). Esta diferencia se puede
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deber a que la PLG modificada es més afin al disolvente utilizando durante la preparacion
del nanocompuesto (diclorometano), que la montmorillonita modificada organicamente.
Esta afinidad podria estar relacionada con la polaridad de las organoarcillas y la del
disolvente. Por otro lado, se ha reportado que la morfologialaminar delaMMT dificultasu
dispersion en comparacion de las arcillas fibrilares como la PLG debido a que existen
mayor fuerzas de cohesién en sistemas laminares [54].

PLA/CA-MMT 2.0 PLA/CA-PLG 2.0.

Figura 3.2. Nanocompuestos elaborados mediante la técnica de mezclado en solucién.

3.2. Caracterizacion de las organoarcillas
3.2.1. Andlisis Elemental

El andlisis elemental por EDX (ver Tabla 3.1) revelO la presencia de silicio, auminio y
oxigeno en las muestras de MMT y PLG debido a que ambas arcillas son aluminosilicatos;
otros elementos metdlicos como € magnesio y € hierro también fueron observados. Se
detectd sodio al 2.4 % p/p en la montmorillonita natural (CA-MMT 0.0) mientras que €l
nitrégeno estuvo ausente en la muestra. Interesantemente, e contenido del primer elemento
(sodio) disminuye del 2.4 asblo 0.5 % p/p a aumentar € contenido de CA, mientras que €
nitrégeno exhibe el comportamiento opuesto, es decir, aumenta cuando se incrementa €l
contenido de CA, de 0.0 a 10.5 % p/p. Esto sugiere que la mayoria de los iones de sodio

presentes en el espacio interlaminar han sido remplazados por los cationes de CA. Este
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hecho también es evidenciado por € aumento del contenido de cloro en las organoarcillas
(se debe recordar que € CA contiene &omos de cloro en su estructura, ver Figura 1.6).
Aungue en las organoarcillas obtenidas de la paligorskita purificada (PLG) también se
observa un incremento en la cantidad de nitrégeno de 0 a 7.8 % p/p, cuando €l contenido
del CA incrementa (implicando la funcionalizacion de esta arcilla), € contenido de sodio
permanece préacticamente constante. Esto podria indicar que € CA presente en las
organoarcillas permanece en éstas pero no llegd ahi mediante intercambio catiénico con €l
sodio. A diferencia de las arcillas laminares, los sitios para € intercambio cationico de la

PL G estan también en €l interior de los canal es zeoliticos.

Al comparar €l contenido de nitrégeno en ambos minerales se puede observar que la
cantidad presente en la montmorillonita es mayor que en la paligorskita, 10 que sugiere que
se puede retener mayor cantidad del farmaco en los materiales basados en MMT que en
PLG. Esto se puede explicar comparando los valores del CEC para estas arcillas (92.6 vs
26.2 meqg/100 g, respectivamente) asi como a la intercalacion del CA en las galerias de la

MMT (lo cua se demostrara con los resultados de difraccion de rayos-X de las arcillas).

Tabla 3.1. Composicion elemental de las organoarcillas obtenida por EDX

Elemento Montmorillonita Paligorskita
(% p/p) MMT CA-MMT | CA-MMT | CA-MMT PLG CA-PLG | CA-PLG | CA-PLG
0.5 1.0 2.0 0.5 1.0 2.0

C 184+40 | 98+06 | 125+05 | 20.0+09 | 17.2+53 | 12.1+21 | 193+7.4 | 19.0+3.7

N 0 6.7+0.2 73+02 | 105+1.2 0 55+0.2 | 6.8+0.7 | 7.8+06

o] 524+43 | 521+14 | 501+23 | 40.3+1.7 | 400+93 | 51.3+4.7 | 48.0+4.4 | 456+0.9
Na 24+0.1 14+06 08+05 | 06+04 | 0703 | 0701 | 06+0.2 | 0.7+0.2
Si 173+£19 | 189+11 | 179+19 | 16.0+16 | 11.7+42 | 192+34 | 157+28 | 154+ 29
Cl 02+01 | 1.00+01 | 1.5+02 | 28+03 | 88+x15 | 20+09 | 22+03 | 42+11
Al 6.5+ 0.6 6.8+ 0.5 70+07 | 6005 | 23+08 | 3.8+05 | 3.1+06 | 3.0x05
Mg 09+0.1 09+0.1 09+01 | 06+01 | 31+10 | 35+03 | 3.1+06 | 29+04
Fe 1.7+05 1.6+£0.2 16+04 | 21+08 | 1.0+04 | 1.3+04 | 1.0+£01 | 1002
Otros 02+0.2 09+0.5 05+06 | 1.1+02 | 25+06 | 06+03 | 03+03 | 04+0.1

El andlisis elemental organico paraC, H, Oy N (ver tabla 3.2) mostr6 que € contenido de

carbono aumenta con e incremento de los valores de la CEC que se utilizaron en la
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modificacion de las arcillas, para ambos tipos de minerales (MTT y PLG); un
comportamiento similar se observé para € nitrégeno. En este sentido, y debido a que las
arcillas sin modificar no presentaron en su composicion este Ultimo elemento, € contenido
de nitrogeno en esta prueba fue utilizado para cuantificar la cantidad de farmaco cargado en
las nanoarcillas, asumiendo que un 27.73% de nitrégeno en la muestra seria el equivalente a
tener CA puro. La cantidad de CA cargada en las nanoarcillas se resume en laTabla 3.3y,
los valores obtenidos se encuentran en € intervalo reportado por Saha et al. [16] quienes
determinaron este parametro usando termogramas de TGA. Esta aproximacion permite
determinar € contenido del farmaco en la arcilla, sin utilizar termogramas de TGA, en
muestras donde la liberacion de agua adsorbida, zeolitica y estructural ocurre en e mismo
intervalo de las temperaturas en gque se produce la degradacion de la droga. Por o tanto, es
posible sugerir a analizador elemental organico CHNS-O como una propuesta aternativa
para determinar la cantidad de farmaco cargado en las nanoarcillas. La Tabla 3.3 muestra
que & contenido de CA aumenta con € incremento de la concentracion del farmaco (de 0.5
a2.0 CEC), siento més dtaen MMT que en PLG. Esto se debe a hecho de que las arcillas
MMT son capaces de retener CA mediante dos mecanismos (adsorcion superficial y dentro
de la galeria interlaminar), mientras que la PLG solo retiene el farmaco mediante el primer

mecanismo (como se vera mas adel ante).

Tabla 3.2. Andlisis elemental de las organoarcillas obtenido de un analizador CHNS-O.

Muestra Elemento (p/p %)

C H O N
MMT 0.78 + 0.01 1.53+0.31 10.08 + 0.11 0
CA-MMT 0.5 5.58 + 0.08 1.44 + 0.01 7.63 + 0.08 2.68 + 0.04
CA-MMT 1.0 7.30+0.11 1.63 + 0.03 6.76 + 0.43 3.57+0.02
CA-MMT 2.0 12.79 + 0.02 2.11+0.01 5.59 + 0.09 6.24 + 0.06
PLG 0.27 + 0.02 2.25+0.18 13.56 +0 .54 0
CA-PLG 0.5 3.18 +0.01 2.07 + 0.02 12.77 +0.21 1.10+0.01
CA-PLG 1.0 5.41 + 0.08 2.24 + 0.06 12.12 + 0.29 2.32+0.02
CA-PLG 2.0 9.17 + 0.03 2.47 +0.08 11.42 + 0.16 4.22+0.17
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Tabla 3.3. Contenido de CA y eficiencia de incorporacion del farmaco en las nanoarcillas

Muestra CA (p/p %) Eficienciade
incorporacion (%)

MMT 0

CA-MMT 0.5 9.66 92.26
CA-MMT 1.0 12.87 67.88
CA-MMT 2.0 22,51 70.60
PLG 0

CA-PLG 0.5 3.96 80.8
CA-PLG 1.0 8.37 74.07
CA-PLG 2.0 15.22 76.8

3.2.2. Microscopia Electrénica de Barrido

La figura 3.3 presenta las micrografias SEM de las muestras de MMT mientras que la
figura 3.4 las correspondientes a las de PLG. La MMT se muestra como particulas
compuestas de laminas individuales, aglomeradas, de tamafio micrométrico; en contraste, la
PLG tiene una morfologia fibrilar. En ambos sistemas no se observan grandes cambios
morfol 6gicos cuando las arcillas fueron modificadas con diferentes porcentgjes de CA; sin
embargo, e tratamiento con e CA si modifico el grado de aglomeracion de las fibras de
paligorskita, ya que al parecer, € didmetro de las fibras de PLG disminuia a aumentar el
contenido del CA. Debido alo anterior, se midi6 e didmetro de 100 fibras en cada una de
las micrografia usando €l software Visio® y, con los valores obtenidos se construyeron

histogramas para analizar |a distribucién de los diametros en todos | os casos.
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Figura 3.3. Micrografias SEM de MMT.

40



Zaky X168, 668

PLG CA-PLG 0.5

Z28kW > y 29 s ZBky X186, 886 1 parn

CA-PLG 1.0 CA-PLG 2.0

Figura 3.4. Micrografias SEM de PLG.

El andlisis de la distribucion de los diametros de las nanofibras de PLG mostrd que el
centro de la distribucion fue desplazado a valores més bajos cuando la concentracion del
farmaco fue incrementada (ver figura 3.5). Esto puede explicarse debido a que la CA puede
depositarse en la superficie de las nanofibras de PLG, impidiendo la re-aglomeracion de las

fibras de silicato durante el proceso de secado de la arcilla modificada.
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Figura 3.5. Distribucion de los didmetros de las nanofibras de PLG.

Ademés de lo anterior, se realizd un de mapeo de nitrégeno mediante EDX para verificar la
distribucion del farmaco en las organoarcillas, debido a que los minerales puros no
contienen este elemento en su composicion; los resultados para las concentraciones mas
altas se muestran en la figura 3.6. Como se puede notar, € nitrdgeno esta uniformemente

distribuido en la superficie de ambas organoarcillas, por 10 que se puede decir que €

tratamiento es homogéneo.
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Figura 3.6 Mapeo de nitrégeno por EDX (verde) en organoarcillas;

CA-MMT 2.0 CEC (arriba); CA-PLG 2.0 CEC (abajo).

3.2.3. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

Lafigura3.7 muestra el espectro FTIR de las distintas muestrasde MMT (MMT de sodio y
las modificadas organicamente a diferentes concentraciones de CEC), mientras que la
figura 3.8 exhibe las que corresponden a la PLG (PLG purificada y las modificadas
organicamente a diferentes concentraciones de CEC). En €l primer caso (ver figura 3.7d), €

espectro FTIR de la montmorillonita de sodio (Na*-MMT) muestra bandas a: 3690 cm™
(asociada a estiramiento de —OH de Al-OH y Si-OH), 3430 cm™ (atribuida a la vibracion
de estiramiento O-H del agua), 1639 cm™ (relacionada con la vibracién en flexion del

enlace O-H), 1118 y 1004 cm™ (debidas ala vibracion del estiramiento Si-O-Si del silicato,
fueradel plano y en e plano, respectivamente) y una banda de baja intensidad en 911 cm™

(perteneciente a enlace Al,-OH).

En e intervalo de 1800-1200 cm™ (figura 3.7b), se detectaron diferentes bandas de

absorcién en los espectros de las muestras de organoarcillas a base de MMT vy éstas fueron
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relacionadas a vibraciones de estiramiento de C=C y C=N que forman parte de |la estructura
quimica del CA (la banda a 1642 cm™ pertenece a enlace C=N mientras que aquellas
observadas a 1612, 1580 y 1520 cm™ estan relacionadas con el estiramiento del enlace C=C
del anillo aromatico [46]; estos picos se vuelven més notorios a medida que se incrementa
el contenido del CA. Interesantemente, la vibracion del estiramiento de N-H del CA puro,
el cua absorbe a 3334 cm?, fue desplazada a 3390 cm™ en las organoarcillas
correspondientes, indicando que las moléculas del farmaco estan interactuando con la
arcilla, probablemente en el espacio interlaminar. Se detectdé un comportamiento similar en
lavibracion de estiramiento de O-H cuya sefial fue desplazada de 3430 a 3480 cm™ parala
Na'-MMT y sus organoarcillas, respectivamente (ver figura 3.7¢c) [14, 16, 32].
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Figura 3.7. Espectro FTIR de las arcillas MMT (a); region del numero

de onda 1800-1200 cm™" (b); region del numero de onda 4000-3000 em’? (c).
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El espectro FTIR delaPLG fue similar al delaMMT (ver figura 3.8a); éste muestra bandas
a3612 cm™ (asociadas a estiramiento del OH en Al,—OH), 3540 y 3384 cm™ (relacionadas
al agua zeolitica y coordinada, aunque segiin Ausburger et al. [55] la banda a 3540 cm™
también se asocia a estiramiento OH de los grupos AI-Mg-OH, Fe-Mg-OH y Fe-0),
1646 cm™ (debido a la flexién del enlace O-H) y, bandas a 1192, 1022 y 984 cm™
relacionadas con las vibraciones de estiramiento y flexién de los enlaces de Si-O.
Finalmente, existe una banda a 911 cm™ que esta asociada a enlace Al-OH-Al [56]. En las
muestras de paligorskita modificada, €l espectro muestra nuevamente bandas asociadas al
CA gue fueron también presentadas por |0s espectros de las organoarcillas a base de MMT;
estas bandas se encuentran en el intervalo de nimero de onda que va de 1800 a 1200 cm™ y
estén relacionadas, como se menciond anteriormente, con las vibraciones de estiramiento
de los enlaces C=C y C=N de la estructura del CA (ver figura 3.8b). También, se puede
notar que las bandas asociadas a la vibracion de estiramiento O-H y N-H en las
organoarcillas de PLG no exhibieron desplazamiento alguno con respecto a delaPLG pura
(ver figura 3.8c). Esto se puede explicar si uno considera que en las organoarcillas de PLG,
el CA no sedojo en las galerias de la arcilla interactuando de esta manera con la estructura
cristalina de lamisma, sino que quedd depositado entre la superficie externa de las fibras de

este mineral.
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Figura 3.8. Espectro FTIR de las arcillas PLG (a); region del nimero

de onda 1800-1200 cm™ (b); regién del nimero de onda 4000-3000 cm™ (c).

3.2.4. Difraccion de Rayos X

Los patrones de DRX de la Na'MMT y sus organoarcillas se presentan en la figura 3.9a
mientras que los correspondientes a la PLG y sus organoarcillas se muestran en la figura
3.9b. El difractograma de la montmorillonita sodica tiene un pico de difraccién en 26 = 7.4°,
lo cual indica que ladistanciainterlaminar de esta arcillaes de 1.22 nm (se utilizé laley de
Bragg para hacer este calculo). Este valor es similar a lo reportado por Yang et al. [31],
Fong et al. [20] y Saha et al. [16] quienes reportaron 1.22, 1.25 and 1.26 nm,
respectivamente para la Na'-MMT vy, ligeramente menor a indicado por Meng et al. [14]
quien encontré un valor de 1.53 nm para este tipo de arcilla. También, se puede observar
que € pico de reflexion (001) de laMMT se desplazo a angulos menores (1o que indica un
incremento en espacio basal) en las organoarcillas, siendo mayor e desplazamiento a
aumentar la concentracion del CA. Esta conducta esta asociada a la intercalacion del
farmaco dentro del espacio interlaminar de la arcilla. Asi, e espacio basa de la MMT
aumento de 1.22 nm hasta 1.49 nm, lo que significa que hubo un incremento del 22% del
espacio basal a agregar CA a 200% del CEC. Meng et al. [14] y Fong et al. [20],
reportaron porcentajes similares de incremento (ver Tabla 3.4) mientras que Yang et al. [31]
obtuvo 35.24% de incremento, aunque la concentracion del CA utilizada por estos autores
fue de 4 veces la CEC de la MMT. En este sentido, se debe tener en cuenta que el

incremento del espacio basal de los silicatos laminados depende no solo del tipo del
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modificador organico sino también de la concentracion de éste en el medio de reaccion.
Una mayor concentracion del modificador organico en las gaerias de la arcilla,
generalmente produce un aumento en el espacio interlaminar [57], hasta alcanzar un limite,

apartir del cual, este parametro ya no cambia.

En contraste, los difractogramas de rayos-X de las organoarcillas a base de paligorskita no
exhibieron cambios en la posicion del pico de difraccion correspondiente a la reflexion
(110) de la PLG; es decir, €l pico de difraccion exhibido por la PLG sin modificar (sefid a
20 = 8.5°, que corresponde a un espacio basal de 1.06 nm) fue también presentado, al
mismo valor de 28, por las arcillas de PLG modificadas a diferentes concentraciones de CA.
Este valor es similar a reportado por Gioniset al. [58] y Yan et al. [59], para muestras de
paligorskita, e implica que la estructura cristalina de este mineral no se ve afectada por €l
tratamiento quimico proporcionado a la arcilla para incorporar €l farmaco CA. Este
comportamiento era parcialmente esperado debido a que laPLG es una arcilla fibrosa'y no
laminar.
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Figura 3.9. Patrones DRX para arcillas modificadas y sin modificar (a) MMT y (b) PLG.

Tabla 3.4. Comparacion entre el incremento del espacio basal en laMMT obtenido en estetrabajoy la
reportada por otros autores.

Incremento del espacio basal Referencia
24.80 % Fong et al. [20]
26.14 % Meng et al. [14]
17.10 % Sahaet al. [ 16]
22.00% Trabajo actual
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3.2.5. Andlisis Termogravimétrico

La figura 3.10 muestra curvas representativas de TGA y DTGA, para las muestras de
arcillas (MMT y PLG) modificadas y sin modificar. Se puede observar que el proceso de
modificacion reduce tanto la humedad como |a estabilidad térmica de las organoarcillas. La
montmorillonita de sodio exhibe un solo pico (ver € recuadro de la Figura 3.10a) a 80°C,
gue es debido a la evaporacion del agua libre; la pérdida de masa a esta temperatura fue
cercana a 5% p/p. Después de este evento, la MMT sddica es practicamente estable en el
intervalo de temperaturas utilizado en este andlisis (de 125-550°C). Por otra parte, e CA
presenta, ademés de la pérdida de humedad correspondiente, tres picos principales de
descomposicion en 230, 367 y 468°C (aunque e primero estd compuesto por la
superposicion de dos eventos). Interesantemente, las curvas de DTGA de las organoarcillas
basadas en MMT muestran dos nuevas transiciones en comparacion a la conducta exhibida
por la MMT sodica (ver regiones sombreadas de la figura 3.10a). La primera se localiza
cerca de 250°C (en € intervao de temperatura de 175-300°C) y corresponde a la
descomposicion del CA adsorbido fisicamente, mientras que la observada cerca de 430°C
(en € intervalo de temperatura de 375-500°C) puede relacionarse con la descomposicién de
CA intercalado dentro de la estructura basal de laarcilla

L os resultados paralas muestras de paligorskita se presentan en la Figura 3.10b. La muestra
sin tratamiento presenta una pérdida de masa gradual del cas € 30 % p/p, aunque en la
curvade DTGA (ver recuadro de la Figura 3.10b) solo de aprecian, de manera significativa,
dos picos. uno a 75°C y € otro a 160°C; a pesar de esto, un analisis mas exhaustivo detectd
sefidl es muy pequefias a temperaturas més altas (218 y 408°C). Cheng et al. [33] estudiaron
la degradacion térmica de paligorskita y concluyeron que la deshidratacion de PLG ocurre
en cuatro pasos. (@) eiminacion de aguainterparticular y parte del agua zeolitica debgjo de
110°C, (b) liberacién del resto del agua zeolitica de la capa estructural de la paligorskita a
aproximadamente 160°C, (c) deshidratacion de una parte del agua enlazada a
aproximadamente 340°C vy, (d) €l resto del agua enlazada a aproximadamente 450°C. Asi,
los resultados obtenidos en este trabgjo coinciden con |o reportado por estos autores.
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Figura 3.10. Curvas TGA para arcillas modificadas y sin modificar (a) MMT y (b) PLG.

Las curvas de DTGA para las organoarcillas de PLG mostraron la aparicion de nuevas
transiciones. Por iemplo, en laregion de temperaturas de 175 a 323°C, fueron observados
dos picos en la organoarcillas, muy similares alos exhibidos durante la descomposicion del
CA. Ademas, también se pudo notar un pico pequefio y amplio en laregion de temperaturas
de 375 a 540°C. Todos estos picos estan relacionados con la presencia del CA en la
estructura de este mineral fibroso.
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3.3. Estudios de liberacion del CA

3.3.1. Liberacién a partir de las organoarcillas

La cinética de liberacion del farmaco (CA) contenido en las organoarcillas CA-MMT 2.0y
CA-PLG 2.0, en solucion bufer de fosfatos (PBS), se muestra en la Figura 3.11. Es claro
gue € CA se libera continuamente durante toda la prueba, tanto en la MMT como en la
PLG, existiendo una liberacion tipo “rafaga” en las primeras 5 horas. Este comportamiento
ha sido asociado alaliberacion de CA presente en la superficie de las nanoarcillas. Después
de la liberacion inicial tipo “rafaga”, el farmaco se libera mas lentamente, de manera
sostenida, durante las siguientes 20 h. Esto Ultimo ha sido asociado con la liberacién de los
cationes hidrofdbicos del farmaco localizados en €l espacio interlaminar, los cuales no
pueden des-intercal arse facilmente. Interesantemente en este periodo (en las Ultimas horas),
la muestra de paligorskita parece llegar a equilibrio, mientras que la MMT permanece
liberando CA. También se puede notar que laliberacion del CA apartir delaMMT fue casi
el doble que o observado para el sistema PLG durante las primeras 5 horas (liberacién tipo
rafaga), aunque esta proporcion acanzd hasta tres veces en e Ultimo periodo de tiempo.
Estos resultados estan de acuerdo a la cantidad de farmaco cargado en las estructuras de las
nanoarcillas (ver tabla 3.3). Los datos del CA liberado en cada tiempo de andlisis, asi como
el acumulado son presentados en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Liberacion declorhexidina a partir de CA-MMT 2.0,
CA-PLG 2.0 CEC evaluado por UV-Vis (A=264 nm).

CA-MMT 2.0 CA-PLG 2.0
Tiempo (h) = Liberacion en ese Liberacion Liberacion en ese Liberacion
tiempo acumulada tiempo acumulada
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
0 0 0 0 0
1 43.83+2.88 43.83+2.88 22.01+1.46 22.01+1.46
2 52.10 + 7.68 95.93 + 4.80 18.54 + 0.36 40.55 + 1.82
3 59.33+1.72 155.26 + 6.52 16.43 + 2.15 56.98 + 3.975
4 61.37 £ 0.85 216.63 + 5.67 16.55 + 0.86 73.53+ 4.83
5 58.72 + 0.49 275.36 + 6.17 15.83 + 1.05 89.36 + 5.88
8 58.80 + 0.01 334.16+ 6.15 18.25+1.83 10761+ 7.71
24 53.59 + 2.53 387.76 + 3.62 18.00+ 1.18 125.61 + 8.89
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Figura 3.11. Liberacion acumulada de CA de las organoarcillas.

3.3.2. Liberacién a partir del material compuesto

La cinética de liberacion del farmaco (CA) contenido en los nhanocompuestos preparados
con PLA vy las organoarcillas. CA-MMT 2.0 y CA-PLG 2.0, en solucion bufer de fosfatos
(PBS), se muestra en la Figura 3.12. De nuevo, se puede apreciar que el CA se libera
continuamente durante toda la prueba, tanto en los nanocompuestos preparados con MMT
como en los que contienen PLG, existiendo una liberacion tipo “rafaga” en las primeras 5
horas. Este comportamiento es similar a exhibido por las nanoarcillas solas y ha sido
asociado a la liberacion del CA perteneciente a la superficie de las nanoarcillas.
Interesantemente, la cantidad de farmaco liberado en los nanocompuestos durante las
primeras 5 horas es de arededor de 25 pug/ml, mientras que, en las organoarcillas solas, esta
cantidad alcanzaba casi los 100 pug/ml, y hasta 200 pg/ml, en la MMT y PLG
respectivamente; es decir, la presencia de una matriz polimérica reduce la cantidad del
farmaco liberado, aunque mantiene su cinética. Otro aspecto que debe ser sefialado es que,
aunque € nanocompuesto de MMT sigue liberando una mayor cantidad de farmaco, la
diferencia con lo liberado por € sistema de PLG no es tan grande como en las cinéticas de

la organoarcillas solas. Después de la liberacion inicial tipo “rafaga”, el farmaco se sigue
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liberando en concentraciones considerables hasta las 48 horas (dos dias), aunque de una

manera mas lenta en comparacién con las primeras 5 horas.

También es interesante sefidlar que la cantidad de CA liberada en dos dias (48 horas) por
los nanocompuestos acanza 55 pg/ml y 110 pg/ml para la PLG y la MMT,
respectivamente. Estos valores son pequefios en comparacion alos 125 ug/ml y 387 pug/mi
liberados por las organoarcillas solas, en lamitad del tiempo (24 horas). Lo anterior sugiere
gue € uso de nanocompuestos permite controlar la liberacion de farmacos de una mejor
manera. En la Tabla 3.6 se pueden ver los datos de la liberacién de CA a tiempos

especificos y € acumulado para cada medicion.

Tabla 3.6. Liberacion de clorhexidina a partir delos nanocompuestos
PLA/CA-MMT 2.0y PLA/CA-PLG 2.0 evaluado por UV-Vis (A=264 nm).

PLA/CA-MMT 2.0 PLA/CA-PLG 2.0
tiempo (h) = Liberacion en liberacion Liberacion en liberacion
ese tiempo acumulada ese tiempo acumulada
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
0 0 0 0 0
0.5 3.81 3.81 2.27 2.27
1 3.85 7.66 3.10 5.37
2 3.73 11.39 3.85 9.22
3 4.52 15.91 4.58 13.8
4 6.25 22.16 4.13 17.93
5 6.09 28.25 4.67 22.60
8 7.53 35.78 5.36 27.96
24 19.86 55.64 10.77 38.73
32 21.84 77.48 9.37 48.10
48 28.88 106.36 9.75 57.85
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Figura 3.12. Liberacion acumulada de CA de los nanocompuestos

3.4. Modelamiento de la cinética de liberaciéon del CA

3.4.1. Liberacién a partir de las organoarcillas

El modelamiento de la cinética de liberacion del diacetato de clorhexidina es de gran
importancia para predecir la funcionalidad de las arcillas preparadas en este estudio. La
importancia de modelar la cinética de liberacion de |os medicamentos radica en el hecho de
poder establecer una relacion entre los parametros de los modelos, con los requerimientos
posol 6gicos (determinacion de las dosis en que deben administrarse los medicamentos) de
un tratamiento médico especifico.

La liberacion del medicamento esta en funcién de la adsorcién de éste dentro de las
nanoarcillas, la erosion del aglomerado, y la difusion del medicamento. La aplicacién de un
modelo correcto para describir la cinética de liberacion permite analizar la rapidez de

entrega, cambios en la disolucion y, los mecanismos de laliberacion [60].

La Figura 3.13 muestra la fraccion (f) de CA liberada por las arcillas modificadas (CA-
MMT 2.0 y CA-PLG 2.0) en funcion del tiempo, y representa el cociente entre el CA
liberado a un tiempo determinado y €l valor de CA liberado alas 24 h; en ambos casos |os

datos utilizados para € calculo de f fueron tomados de la Figura 3.11. Este tipo de gréfica
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permite conocer la cinética de liberacion del farmaco sin tomar en cuenta la capacidad de

almacenagje del farmaco en laarcilla.
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Figura 3.13. Fraccion de CA liberada, en funcion del tiempo, por las arcillas modificadas.

Se puede notar que la rapidez de liberacion del CA es similar para ambas arcillas, siendo la
PLG la que presenta una cinética de liberacion ligeramente mas rgpida en las primeras
horas del experimento. Es posible que la difusion del CA desde las galerias de la

montmorillonita sealarazon para este fendmeno.

Como se menciond en la parte experimental de este trabajo, se utilizaron cinco modelos
para describir la liberacion del CA a partir de las arcillas modificadas. Los modelos
utilizados fueron: el de orden cero, €l de primer orden, el modelo de Higuchi, e de Hixon-
Crowell y, el de Korsmeyer-Peppas. En la Tabla 3.7 se muestran los gjustes del modelo a
los datos experimental es; debido ala particularidad de las curvas se model 6 principa mente,
la parte inicial del experimento. Los parametros que caracterizan |los model os (coeficiente

de correlacion y las constantes de rapidez respectivas) se muestran en la Tabla 3.8.
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Tabla 3.7. Modelamiento de la cinética de liberacion del CA a partir delas nanoar cillas utilizando

diferentes modelos.

Modelo

CA-MMT 2.0

CA-PLG 2.0
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Tabla 3.8. Coeficientes de correlacion (r?) y constante de rapidez de los modelos (k) para lasarcillas

modificadas.
Modelo matematico CA- MMT 2.0 CA-PLG 2.0
r> k r* k

Orden cero 0.9943 4e-5 (s 0.9935 4e-5 (s
Primer Orden 0.9542 -5e-5 (s 0.9420 -5e-5 (s
Higuchi 0.9998 | 2.6e-3(s™?) 0.9490 3.9e-3(s™9
Hixson-Crowel 0.9709 2e-5 (s 0.9709 2e-2 (s
K orsmeyer-Peppas 0.9997 6e-6 (s 09998 2e-4 (s

Los modelos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas describen bien la parte inicid de la
liberacion del CA desde la MMT. Por otro lado, € modelo de orden cero y Korsmeyer-
Peppas describen bien los datos para € sistema de PGL. Los valores de la constante de
rapidez (k) tienden ser mayores para el sistemade PLG, sugiriendo que la liberacion es mas

rapida para este Ultimo sistema.

3.4.2. Liberacion a partir del nanocompuesto

En la Figura 3.14 se muestran los perfiles de liberacion del CA desde los compuestos de
PLA conteniendo las arcillas modificadas. Es claro que los materiales liberan € agente
activo en diferente manera, siendo a parecer € sistema PLA/CA-PLG 2.0 € que presenta

mayor rapidez de entrega. En la Tabla 3.9 se muestran las gréficas del modelamiento del
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proceso de liberacion del CA desde |os materiales compuestos de PLA. Se puede notar que
la mayoria de los model os describen razonablemente las primeras etapas de lacinéticade la
liberacion. Los coeficientes de correlacion y los constantes de los modelos se muestran en
la Tabla 3.10; se puede observar que k es mayor para los sistema que contienen PLG, en
comparacion con lo que poseen MMT. Esto indica que la liberaciéon del CA es mas rapida

en e primero de ellos.

10

0.8 |-

0.6 -

0.2 -

—a— PLA/CA-MMT 2.0

ool —e PLA/CA-PLG20 | |

1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 10 20 30 40 50

t (h)

Figura 3.14. Fraccion (f) de CA liberada, en funcion del tiempo, por los nanocompuestos de PLA/arcillas

modificadas.
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Tabla 3.9. Modelamiento de la cinética de liberacion del CA a partir de las nanocompuestos utilizando

diferentes modelos.
Modelo PLA/CA-MMT 2.0 PLA/CA-PLG 2.0
Orden cero
1.04 [ ] 1.04 L]
0.8 0.8 -
.
.
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— L] —
n
0.4+ 0.4
A
0.2 0.2
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t, s t,s
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24 24 .
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.
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.
0.2 L) 0.2
{
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ti/z Si/z 11/2 S1/2
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19 1.04
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e I 04
.
.
[ ] 0.24 (]
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Korsmeyer
-Peppas
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Tabla 3.10. Coeficientes de correlacion (r?) y constante de rapidez de los modelos (k) para los
nanocompuestos.

Modelo matemético PIEA/CA-M MT 2.0 PL_A/CA-PLG 2.0

r k r k
Orden cero 0.9898 1.4e-5 (s 0.9981 2.14e5(s?)
Primer Orden 0.9900 | -1.62e-5(s%) 0.9950 -2.69e-5 (s
Higuchi 0.9542 0.0014 0.8952 0.0022
Hixson-Crowell 0.9970 5.1E-06 0.9977 8.31E-06
Korsmeyer-Peppas 0.9885 9.4E-05 0.9951 9.43E-05
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CONCLUSIONES

L os resultados obtenidos en este trabajo permitieron llegar alas siguientes conclusiones:

v' Se sintetizaron organoarcillas a partir de diacetato de clorhexidina (CA) y dos tipos
diferentes de arcillas: una detipo laminar (montmorillonita, MMT) y laotradel tipo
fibrilar (paligorskita, PLG). El farmaco fue incorporado a varias concentraciones de
la Capacidad de Intercambio Catidnico de cada arcilla.

v' Los resultados de EDS, FTIR y TGA confirmaron que la modificacion organica de
las nanoarcillas fue exitosa 'y se logré incorporar 22.5 % p/p del CA enlaMMT y
15.2% p/penlaPLG.

v’ Los patrones de XRD del sissema CA/MMT muestran un incremento del espacio
interlaminar de la MMT cuando la concentracion de CA aumenta, sugiriendo la
intercalacion del farmaco dentro de las galerias de laMMT; en contraste, el pico de
difraccion de CA/PLG permaneci6 sin cambios a pesar de su modificacion con CA.

v' Los estudios de liberacién del farmaco a partir de las arcillas mostraron una
liberacion inicial tipo “rafaga” dentro de las primeras 5 horas y luego una liberacién
sostenida del CA hastalas 24 h. A pesar de lo anterior y conforme a lo esperado, €l
CA liberado delaMMT fue mayor a observado en laPLG.

v' Se prepararon nanocompuestos utilizando poli(acido lactico) y organoarcillas de
MMTy PLG.

v' Lacinética de liberacion del farmaco contenido en |os nanocompuestos presenta un
comportamiento diferente al exhibido por las arcillas. Aunque en las primeras horas
también existe una liberacion tipo rafaga, l1os nanocompuestos siguen liberando €l
agente antibacterial hasta el final dela prueba (2 dias).

v Lapresencia de una matriz polimérica reduce la concentracion del farmaco liberado
en el medio, aunque mantiene su perfil de liberacion.

v Los estudios del modelamiento de la cinética de liberacion del farmaco sefialan que
la rapidez (k) de liberacion en e sistema que contiene PLG es mayor que la
exhibida por la MMT usando €l modelo de Korsmeyer-Peppas; |o anterior aplica

tanto alas organoarcillas, como a nanocompuesto.
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v" Los modelos utilizados en este trabajo describen razonablemente las primeras etapas
de lacinética de laliberaciéon del CA en € medio, siendo e modelo de Korsmeyer-
Peppas, € que proporciona las mejores correlaciones debido a que el exponente n

puede variar libremente.
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RECOMENDACIONES

A pesar de que | os resultados obtenidos en este trabajo fueron satisfactorios se recomienda

lo siguiente:

a) Estudiar lacinéticade liberacion del CA por mayores periodos de tiempo.
b) Realizar ensayos de actividad antibacterial, como por g emplo pruebas de difusion

de discos en agar, que permitan medir el halo inhibitorio del crecimiento bacteriano.
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AnNexo

Procedimiento utilizado para calcular la cantidad de CA paratratar lasarcillas

El procedimiento utilizado para calcular la cantidad en gramos del CA necesarios para
tratar las arcillas (MMT y PLG) con las relaciones de CEC (0.5, 1.0 and 2.0 veces)

descritas en la Tabla 2.1 se detalla a continuacion:

Para calcular la cantidad de la clorhexidina (CHX) en gramos con respecto a la fraccion
equivalente de CEC de la MMT (92.6 meg/ 100 g) (Cloisite Na+, 2008), se utilizo la
siguiente ecuacion:

9c  _ P ¢
m_ 1000V )

El peso molecular de la clorhexidina (CHX) (sin € ion acetato) es de 505.45 g/mol y
ademaés es di cationica:

gc _ 50545
m  1000(2)

= 0.2527 g/m

Se sustituye en la siguiente ecuacion:

dc _[gc J92.6m J
gy lm 100 gy

dc _[0.252796 J 92.6m J

am m 100 am

gc =[(92.6)(gc )J 92.6 m J
Im 92.6 m 100 gy
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El resultado nos indica cuantos gramos de CHX se necesitan por cada gramo de MMT para

ocupar € 100% de su CEC:

9 (926)(gc ) (926)(02527 g ) 02349 _ 0117 g
v ligc 100 gy 100 gm 1 9m 0.5 gu

Se trabajaron con tres porcentajes del CEC (50%, 100% y 200%):

9c _ lgc J [50 J _10.234 g¢ J 50 J 01179  0.0585 g¢
9m  lgse 9m 100 1gy 100 19y 0.5 gy
9dc _ lgc J [ZOOJ _ [O.234 dc J ZOOJ 04689, 0234 gy
am 20C am 100 1 am 100 1 aum 05 am

Delamismaforma; se calculd la cantidad del farmaco necesaria para la paligorskita (PLG)

la cual tiene una CEC de 26.2 meg/ 100 g). También se trabgd con los mismos niveles

diferentes de saturacion.

9 (262)(gc ) _(262)(02527gc ) .0662gc _ .0331 gc
9 ligc 100 gp 100 gp 1gp .9 9p
- l9c J [50 J ~ [0.0662 - J 50 J _.0331gc _ .01655 g
gr lgse 9p 100 19p 100 19p .5 9p
9c _ _

_lgc J 200 J_ 0.0662 g J 200 J_o.1324 gc _ .0662 gc
~lgp 100 19p 100 19p 59

9ri6 ;5 g ¢
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