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RESUMEN

El presente trabajo consiste en la preparacion de nanoparticulas de quitosano
(CS) por las técnicas de gelificacién idnica (GI) y microfluidica (MF). El quitosano
es un polisacarido derivado de la quitina, la cual se encuentra en las cascaras
del camarén y otros crustaceos. Por lo tanto, el quitosano es un polimero
biodegradable, biocompatible, no téxico, entre otras caracteristicas. Las
nanoparticulas de este compuesto tienen muchas aplicaciones; entre ellas, la de
portadores de farmacos, ya que el tamafio y la forma de estas nanoparticulas

pueden ser controlados de una manera precisa.

En este trabajo se investigé |a posibilidad de encapsular moléculas de interés
farmacéutico en las nanoparticulas preparadas. Debido a la naturaleza hidrofilica
del quitosano, el compuesto a encapsular tiene que ser hidrofilico. Por ello se
eligi6 la albumina de suero bovino conjugado de isotiocianato de fluoresceina
(FITC-BSA) que es una proteina importante con diversas aplicaciones

biomédicas.

Las particulas se prepararon utilizando dos técnicas experimentales:
gelificacién iénica y microfluidica. En ambos casos se utilizé tripolifosfato de
sodio (TPP) como entrecruzante. La gelificacién idnica es la técnica mas
adoptada para fabricar nanoparticulas de quitosano, ya que este método es
simple, suave y relativamente poco téxico. Ademas, el tamafio de las
nanoparticulas logradas puede ajustarse con precisién ajustando los parametros
del proceso, por ejemplo, la concentracién de CS y TPP, la relacion de peso
CS/TPP, la relacién de volumen, el valor de pH, etc.

Por otra parte, la microfluidica es una técnica con la que se pueden crear
nanoparticulas pequefias y monodispersas a través de canales con dimensiones
desde unas cuantas micras hasta cientos de micras, empleando cantidades muy
pequefias de fluido y controlando la presién, velocidad y relacion de flujo. Esta
técnica también sirve para mejorar la eficiencia de encapsulacion de farmacos
y/o la velocidad de su liberacién.

Las técnicas de caracterizacién empleadas para estudiar las nanoparticulas
de quitosano fueron: microscopia optica, microscopia electronica de barrido y
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dispersion dinamica de luz. En los experimentos se obtuvieron particulas de
diametros desde 60 nm hasta 20 pm aproximadamente para el caso de la
gelificacion iénica; en el caso de la microfluidica, el diametro obtenido estuvo en
un intervalo entre 70 nmy 3 ym.



ABSTRACT

The present work consists in the preparation of chitosan nanoparticles by ionic

gelation and microfluidic techniques.

Chitosan is a polysaccharide derived from chitin, which is found in the shell of
shrimp and others crustaceans. Therefore, chitosan is a biodegradable,
biocompatible, non-toxic  polymer, among  other  characteristics.
The nanoparticles of this compound have many applications; among them, as
drug carriers, since the size and shape of these nanoparticles can be controlled

precisely.

In this work, the possibility of encapsulating molecules of pharmaceutical
interest in the prepared nanoparticles was investigated. Due to the hydrophilic
nature of the chitosan, the compound to be encapsulated has to be hydrophilic.
Therefore, bovine serum albumin (BSA) was chosen, which is an important
protein with various biomedical applications.

The nanoparticles were prepared using two experimental techniques: ionic
gelation and microfluidic. In both cases, sodium tripolyphosphate (TPP) was used
as a crosslinker.

lonic gelation is the most adopted technique for manufacturing chitosan
nanoparticles, since this method is simple, soft and relatively non-toxic. In
addition, the size of the achieved nanoparticles can be precisely adjusted by
adjusting the process parameters, for example, the CS and TPP concentration,
the CS / TPP weight ratio, the volume ratio, the pH value, etc.

On the other hand, microfluidics is a technigue in which small and
monodisperse nanoparticles can be created through channels with dimensions
from a few microns to hundreds of microns, using very small amounts of fluid and
controlling the pressure, speed and flow rate.
This technique also helps to improve the efficiency of drug encapsulation and/or
the rate of its release.

The characterization techniques used to study the chitosan nanoparticles
were: optical microscopy, scanning electron microscopy and dynamic light

scattering. In the experiments, particles with diameters from 60 nm to
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approximately 20 um were obtained for the case of ionic gelation; In the case of

microfluidics, the diameter obtained was in a range between 70 nm and 3 pm.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Preparar nanoparticulas de quitosano mediante las técnicas de gelificacion
idnica y microfluidica, estudiando algunos parametros que influyen en las

propiedades de las particulas.
Objetivos Particulares

1. Elaborar nanoparticulas de quitosano por gelificacion iénica.

2. Implementar la técnica de microfluidica para la preparacién de

nanoparticulas poliméricas en la Universidad de Sonora.

3. Construir un dispositivo de microfluidica para la preparacion de

nanoparticulas de quitosano.

4. Caracterizar las nanoparticulas obtenidas por diferentes técnicas como

DLS, microscopia optica y microscopia electrénica.
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1. INTRODUCCION

La nanociencia es la rama del conocimiento encargada del estudio, la
comprension y el control de fenémenos a escala nanométrica, asi como de la
preparacion y manipulacién de materiales en dicha escala (Bawarski N,
Chidlowsky E, Bharali DJ, 2008).

Las nanotecnologias son, entonces, todas las herramientas y tecnologias
empleadas en el campo de la nanociencia. En términos mas generales, la
nanotecnologia incluye muchas herramientas y técnicas utilizadas para estudiar
la materia en una escala inferior a 100 nm. Los sistemas estudiados en esta area
de la ciencia y la tecnologia incluyen (entre otros): nanotubos de carbono,
nanocristales, puntos cuanticos, nanofibras, filtros nanoporosos, nanohilos,
nanoparticulas de oOxidos metdlicos, nanocapilares, dispersion de
nanoparticulas, nanocompuestos de polimero, etc. (Bawarski N, Chidlowsky E,
Bharali DJ, 2008).

Las nanoparticulas pueden alterar o participar en procesos biolégicos por lo
que su uso en la medicina podria dar solucién a viejos problemas asociados con
la solubilidad, biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos
de los medicamentos de uso tradicional (Goldberg M, Langer R, 2007).

Las nanoparticulas utilizadas en la administracion de farmacos para terapia
0 para diagnéstico son sélidos coloidales cuyo diametro varia entre 2 nm y 1 000
nm. Particulas mayores de 200 nm no son muy utilizadas debido a gue pueden
activar el sistema inmunolégico. Normalmente, el farmaco de interés es disuelto,
encapsulado, adsorbido o adherido dentro o sobre nanocapsulas (sistema
vesicular, en el cual el farmaco es confinado a una cavidad rodeada por una
membrana polimérica) o nanoesferas (sistema matricial en el que el farmaco es
fisica y uniformemente dispersado) (Bawarski N, Chidlowsky E, Bharali DJ,
2008).

Las ventajas del uso de nanoparticulas para la administracién de farmacos
estan dadas, principalmente, por su pequefio tamafio y el empleo de materiales
biodegradables (Panyan J, 2003).
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El tamario y la polidispersidad son las caracteristicas mas importantes de las
nanoparticulas y pueden determinar el destino bioldgico, la toxicidad, la
distribucién in vivoy la capacidad de orientacién de estos sistemas de
suministro. Ademas, estas propiedades pueden influenciar en la carga y
liberacion de farmacos y en la estabilidad de las nanoparticulas (Bawarski N,
Chidlowsky E, Bharali DJ, 2008).

La nanotecnologia permite que la liberacion del farmaco sea minimamente
invasiva, ya que posibilita la fabricacion de dispositivos a escala nanométrica, los
cuales pueden atravesar poros y membranas celulares. Otra gran ventaja es que
se puede incrementar la efectividad de un farmaco, controlando su liberacién
tomando en cuenta la dosis requerida, el tamafio, la morfologia y las propiedades
superficiales del compuesto (Moddaresi M, Brown MB, Zhao Y, Tamburic S,
2010).

De todos los enfoques que usan nanoparticulas para encapsular farmacos,
las nanoparticulas poliméricas han adquirido una importancia significativa. Esto
es porque algunos polimeros son biocompatibles y biodegradables. Ademas,
porque existen varios métodos de formulacién disponibles; la gama de
aplicaciones se ha expandido para incluir una variedad de clases de farmacos
guimicos y formas de dosificacion. Las particulas basadas en quitosano son
particularmente apropiadas para la ruta de la mucosa, por su baja toxicidad,
aceptable mucoadhesion y por sus propiedades fisicas sintonizables (Munawar
A. Mohammed, Jaweria T. M. Syeda, 2017).

El quitosano es un polisacarido encontrado en el exoesqueleto del camarén y
otros crustaceos; se obtiene a partir de la desacetilacion quimica o enzimatica
de la quitina; es un polimero natural, biocompatible, biodegradable y no téxico
que posee diversas propiedades deseables para la fabricacién de sistemas de

liberacion de farmacos.
Entre la variedad de métodos desarrollados para la preparacion de

nanoparticulas de quitosano, la técnica de gelificacion iénica ha atraido una

atencién considerable debido a que este proceso no utiliza sustancias toxicas,
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no contiene disolventes organicos, y es conveniente y controlable (Fan, Yan, Xu,
& Ni, 2012).

También se pueden crear nanoparticulas pequefias y monodispersas
realizando su sintesis en canales microfluidicos, mediante la creacion de un
régimen de mezclado estrechamente definido mediante un flujo hidrodinamico
enfocado. Este régimen de mezclado bien controlado puede ser ajustado con
precisién con la plataforma de microfiuidica (principalmente a través de la
velocidad y relacion de flujo) y es crucial en la creacién de nanoparticulas
monodispersas con propiedades ajustables, tales como su eficiencia en la

encapsulacion de farmacos y la velocidad de liberacion (Majedi et al., 2014).

En el presente trabajo se llevé a cabo la preparaciéon de nanoparticulas de
quitosano entrecruzadas con tripolifosfato de sodio (TPP) y cargadas con una
molécula modelo: albumina de suero bovino conjugado de isotiocianato de
fluoresceina (FITC-BSA). Dichas nanoparticulas se prepararon por los métodos
de gelificacion iénica y microfluidica y fueron caracterizadas por técnicas de
microscopia éptica, microscopia electrénica de barrido y dispersion dinamica de
luz. Las nanoparticulas obtenidas tuvieron didmetros desde 60 nm hasta 20 um
aproximadamente para el método de gelificacién iénica y de entre 70 nm y 3 pm

cuando fueron preparadas por microfluidica.
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2. ANTECEDENTES

21 Polimeros
Los polimeros se forman por la unién de un gran niumero de grupos quimicos

idénticos y de bajo peso molecular, denominadas monémeros (Cedrén, Landa,
& Robles, 2011).

Un polimero, por tanto, es un compuesto de alto peso molecular, formado por
unidades estructurales repetitivas; se trata de moléculas organicas, que pueden

ser de origen natural o sintético (Cedron et al., 2011).

Estas macromoléculas tienen las siguientes caracteristicas generales, utiles

en diversas aplicaciones (Cedroén et al., 2011):

Bajo punto de fusién, propiedad que permite procesarlos facilmente para darles
formas diferentes.

Baja densidad, lo cual los hace utiles en industrias como la automotriz por ser
productos ligeros.

Generalmente pobre conductividad eléctrica y térmica, dependiendo de su
estructura quimica, que permite usarlos como aislantes.

Poca reactividad quimica, que permite tenerlos en contacto con alimentos sin

riesgos.

2.1.1 Clasificacion de los polimeros por su origen

Segun su origen, pueden existir tres tipos de polimeros: naturales,

semisintéticos y sintéticos (Cedrén et al., 2011).
2.1.1.1 Polimeros naturales

Los polimeros naturales existen en la naturaleza como tales. Las
biomoléculas, como las proteinas, el ADN y los carbohidratos, pueden ser
consideradas polimeros naturales. Otro ejemplo es el caucho (Cedrén et al.,
2011).
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2.1.1.2 Polimeros semisintéticos

Los polimeros semisintéticos han sido obtenidos mediante la
transformacion de un polimero natural. El caucho vulcanizado, componente de
las llantas, es un ejemplo: se produce al hacer reaccionar caucho con azufre, a
altas temperaturas (Cedrén et al., 2011). El quitosano es otro ejemplo de este

tipo de polimeros.
2.1.1.3 Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos son obtenidos industrialmente, haciendo
reaccionar al monémero correspondiente. Ejemplos de polimeros sintéticos son

el polietileno, el nylon y el poliestireno (Cedrén et al., 2011).

2.2 Quitosano

2.2.1 Caracteristicas

El quitosano es un polimero semisintético que se obtiene a partir de la quitina,
uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza. La quitina forma parte
de la estructura de soporte de numerosos organismos vivos, tales como

artrépodos (crustaceos e insectos), moluscos y hongos (Aguero, 2006).

La obtencién de quitosano a partir de quitina se realiza por desacetilacion de la
misma, dejando libre el grupo amino del carbono 2, aunque este proceso nunca
llega al 100% (Aguero, 2006). El quitosano es un polisacarido lineal compuesto
por D-glucosamina (unidad desacetilada) ligada con el grupo B- (1-4) y N-acetil-
D-glucosamina (unidad acetilada) (Berat, Kitosan, Kaedah, & Intrinsik, 2013).

Las estructuras quimicas de la quitina y el quitosano se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura primaria de la quitina (izquierda) y el quitosano (derecha).

El quitosano es un polimero formado por unidades repetidas de D-
glucosamina, por lo que la longitud de la cadena y, por tanto, su peso molecular,

son caracteristicas importante de la molécula (Aguero, 20086).

Este biopolimero se disuelve facilmente en soluciones diluidas de la mayoria
de los acidos organicos tales como: acido férmico, acético, citrico y tartarico, y
también en acidos minerales diluidos a excepcion del acido sulflrico. Su grado
de desacetilacion (DD) varia desde un 60% hasta un 90% y los pesos
moleculares (MW), varian desde 50 hasta 2000 KDa, atribuyéndose esta
heterogeneidad a la falta de control durante el procesamiento (Marmol, Paez,
Rincén, Araujo, & Aiello, 2011).

2.2.2 Propiedades

Dependiendo del estado ya sea solido o en solucién, la quitina y el quitosano
presentan diferentes propiedades. En el estado sélido las propiedades dependen
de la accesibilidad y la movilidad de las cadenas del polimero, parametros
relacionados con la cristalinidad y la morfologia. En solucién, las propiedades
dependen de los parametros de solubilidad y conformacion de la cadena
(Domard & Rinaudo, 1983).

2.2.2.1 Propiedades fisicas

Estructura cristalina
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La presencia y abundancia de los grupos hidroxilos (primario en C-6 y
secundario en C-3) y el grupo N-acetil o amino (en C-2) en la quitina y el
quitosano respectivamente, confieren a estas moléculas una tendencia a la
formacion de puentes de hidrégeno intra e inter moleculares, los cuales
favorecen la formacién de agregados lineales de alta cristalinidad (Harish
Prashanth & Tharanathan, 2007).

Contrario a la quitina, el quitosano presenta diferentes variantes que
dependen del modo de preparacion de la muestra, asi como de su grado de
desacetilacion y de despolimerizacién. Por lo general, las moléculas de
quitosano mantienen un solo pico al hacer algun experimento espectroscépico
caracteristico de la quitina, ya que debido a la presencia de los grupos
acetamidos en el C-2 se reduce la cantidad de puentes de hidrégeno, y como

consecuencia la estructura se vuelve mas inestable (Pacheco & Lopez, 2010).

2.2.2.2 Propiedades fisicoquimicas

El peso molecular y la distribuciéon del peso molecular del polimero son
parametros que afectan las propiedades de la quitina y el quitosano en solucién,
que aunado al grado de desacetilacion (DA), juegan un papel importante en sus
aplicaciones. La tabla 1 muestra intervalos de Mw, DA, viscosidad y principales
disolventes de la quitina y el quitosano.

Tabla 1. Algunas propiedades de la quitina y el quitosano (Pillai, Paul, &
Sharma, 2009).

Propiedad Quitina Quitosano
Peso molecular (g/mol) 1x10° a 2.5x10° 5x103a 10°
Grado de desacetilacion >40 0a40
Viscosidad (Cps) No soluble 200-2000
Humedad (% p/p) 8-10 6-7
Solubilidad DMACc-LICI/TCA-MC* Acidos diluidos

*DMAC-LICI es N, N-dimetil acetamida con cloruro de litio; TCA-MC es &cido

tricloro acético con diclorometano.
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Tratamiento de agua: agente floculante, agente coagulante, tratamientos de
flotacion para la remocion de aceite de pescado en agua, agentes filtrantes para

piscinas y spas, remocion de metales, remocion de surfactantes, etc.

La lista de aplicaciones permite visualizar la importancia que tiene este
polimero natural. Dos hechos son relevantes en las aplicaciones: por una parte,
es un material que se puede obtener de desechos de industrias como la
pesquera, lo cual reduce su costo y eliminando al mismo tiempo los desechos.
Por otra parte, dado que se trata de una sustancia biodegradable, su utilizacion

representa menor dafio al medio ambiente.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica del quitosano

Tanto la composicién de las cadenas del quitosano como sus dimensiones,
suelen variar en dependencia del material de partida y de la rigurosidad del
método de obtencién. Por este motivo, el grado de desacetilacion y el peso
molecular son dos parametros requeridos en la caracterizacion de una muestra
quitosano, ya que ambos tienen una gran incidencia en sus propiedades
(Hernandez, 2010).

2.3.1 Grado de desacetilacion

El grado de desacetilacion (GD) permite diferenciar el quitosano de la quitina
y determina sus propiedades quimicas, fisicas y biolégicas. (Pillai, Paul, &
Sharma, 2009). En cuanto al grado de desacetilacion, se ha establecido que la
quitina con mas de un 50% de desacetilacién debe ser considerada quitosano,
aunque algunos investigadores la definen como tal con un grado de
desacetilacién superior al 60%. Usualmente en el caso del quitosano el grado de
desacetilacion se encuentra comprendido entre 60-98%; sin embargo, tambien
se ha reportado que para lograr una mayor actividad biologica, el contenido de
los grupos acetilo debe encontrarse alrededor de un 40% (Rodriguez-Pedroso et
al., 2009).

Para la determinacién del grado de desacetilacion se emplean diferentes

métodos o técnicas, tales como (Giraldo, 2015):

o Espectroscopia Infrarroja (IR)
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* Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (H-RMN)
» Titulacién potenciométrica

» Espectroscopia Ultravioleta (UV)

¢ Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

e Titulacién coloidal

e Meétodos enzimaticos

2.3.2 Peso molecular

El peso molecular (MW) es uno de los parametros mas fundamentales en la
caracterizaciéon de un polimero. El peso molecular del quitosano puede ser
determinado por diferentes técnicas como Cromatografia por Permeacién en Gel
(GPC), Dispersion Estatica de Luz (SLS), Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
Espectroscopia Infrarroja (IR) y medicién intrinseca de la viscosidad. GPC es Ia
técnica mas poderosa para la caracterizacién del peso molecular de los
polimeros. Sin embargo, es un método relativo y necesita para su calibracion
estandares de peso molecular para obtener la relacién entre el volumen de
elucion y el peso molecular (Berat et al., 2013).

Uno de los métodos mas simples y réapidos para la determinacién del peso
molecular de un polimero es la viscosimetria, aungue no es un método absoluto

y requiere la determinacion de constantes de ajuste. (Berat et al., 2013).

2.4 Nanoparticulas de quitosano

Muchas aplicaciones contemporaneas requieren que los materiales se
preparen de forma tal que al menos alguna de sus dimensiones esté en la escala
nanomeétrica. Algunos ejemplos son las nanoparticulas (esféricas o en forma de

alambres o varilla) o los recubrimientos con espesores del orden de nanémetros.

Las nanoparticulas a base de quitosano se forman de acuerdo a una
aproximacion de tipo bottom-up como resultado de procesos de auto-asociacién
0 entrecruzamiento en virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan
en estructuras nanoscopicas ya sea por interacciones inter o intramoleculares de
tipo covalente o no covalente (GOYCOOLEA, 2009).
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2.4.1 Métodos de preparacion

Algunos métodos de preparacion de micro/nanoparticulas de quitosano son

(Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004):

¢ Emulsién entrecruzada.

e Coacervacion/precipitacion.

e Secado por atomizacion

¢ Meétodo de coalescencia emulsién-gota
e Gelificacion ionica

¢ Método de micelas inversas

e Método de tamizado

e Microfluidica (Majedi et al., 2013)

Este trabajo se centrard en los métodos de gelificacién iénica y de

microfluidica, los cuales se describen brevemente a continuacion.

2.41.1 Gelificacién Ionica (Gl)

La técnica de gelificacion idnica se basa en las interacciones idnicas

atractivas entre grupos quimicos de carga opuesta del quitosano y de un agente

entrecruzante. En el caso del quitosano, se aprovecha la carga positiva de los

grupos amino primarios; al sistema se agrega tripolifosfato de sodio (TPP) que

tiene grupos polianién cargados negativamente. El TPP funciona como agente

de entrecruzamiento y es ampliamente utilizado debido a su ausencia de

propiedades tdxicas y multivalentes (Fan et al., 2012). Este entrecruzamiento se

lleva a cabo como se muestra en la Figura 2.

V\ Quitosano
Y '\/ Protonado

Figura 2. Esquema del entrecruzamiento del quitosano con el tripolifosfato de sodio

(TPP) para la formacién de particulas.
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2.41.2 Microfluidica (MF)

La microfluidica se ha convertido en una herramienta formidable en la
experimentacién de alto rendimiento y alto contenido, porque la miniaturizacién
de las operaciones funcionales y los procesos analiticos casi siempre ofrece
ventajas en comparacion con el proceso de macroescala correspondiente. Tales
beneficios son muchos e incluyen: la capacidad de procesar volimenes de
muestra ultra pequefios, rendimiento analitico mejorado, huellas instrumentales
reducidas, rendimiento analitico ultra alto y la facil integracién de componentes
funcionales dentro de sustratos monoliticos (Dressler, Howes, Choo, & Demello,
2018).

Aunque es una tecnologia prometedora, el &mbito de los micro y nanofluidos
enfrenta desafios criticos. Por ejemplo, muchas propiedades fisicas de los
fluidos en la macroescala cambian radicalmente a micro y nanoescala. Ademas,
muchos de estos fendmenos fisicos aln estan bajo estudio en el nivel de ciencia
basica. Por lo tanto, la comprension del comportamiento de los fluidos a escala
micro y nano se vuelve obligatoria para desarrollar dispositivos micro y
nanofluidicos (Bhushan, 2012).

Los sistemas microfluidicos permiten un control especifico de las condiciones
de reaccion relacionadas con las estrategias convencionales de sintesis masiva
(también conocida como sintesis en bulto). Tal control puede permitir controlar
la reduccién de tamafio asi como la polidispersidad de las particulas obtenidas.
Para cumplir estos requisitos, el método de sintesis de particulas debe ser
eficiente y reproducible. Recientemente, la microfluidica ha abierto el nuevo
vasto campo como metodo alternativo para la sintesis de nanoparticulas
(Krishnadasan, Brown, deMello, & deMello, 2007).

2.5 Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas entrecruzadas hidréfilas 3-D capaces
de absorber una cantidad significativa de agua o fluidos biolégicos. El
entrecruzamiento en cadena se puede lograr mediante métodos quimicos o

fisicos, y la gran variedad de esquemas de reaccion de entrecruzamiento hacen
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posible controlar la cinética de gelificaciony las propiedades de hidrogel
posteriores (Yu & Ding, 2008).

2.5.1 Preparacion capa por capa

El proceso basico consiste en sumergir un sustrato cargado (por ejemplo,
catiénico) en una solucién acuosa diluida de un polielectrolito aniénico y permitir
que el polimero absorba y revierta la carga de la superficie del sustrato. El
sustrato recubierto con carga negativa se enjuaga y se sumerge en una solucion
de polielectrolito cationico, que adsorbe y recrea una superficie cargada
positivamente. Las adsorciones secuenciales de polielectrolitos aniénicos y
catiénicos permiten la construccién de peliculas multicapa (Chen & McCarthy,
1997).

El proceso tiene varias ventajas importantes sobre otras técnicas para
preparar capas finas multicapa ordenadas. Las peliculas del ensamblaje se
basan en adsorciones espontaneas, el sustrato puede tener, en principio,
cualquier tamafio, forma, topografia o topologia, y no es necesario ninguin control
estequiométrico para mantener las funcionalidades de la superficie, los defectos

no se propagan (Chen & McCarthy, 1997).

2.6 Agentes entrecruzantes

Algunos sistemas de liberacién a base de polimeros biodegradables necesitan
ser entrecruzados para modular sus propiedades y mantener la estabilidad de la
matriz y asi cumplir el objetivo de liberar el farmaco a lo largo del tiempo deseado.
El quitosano, como se ha comentado, se disuelve en condiciones acidas, lo que
limita su aplicacion como sistema de liberacién. El entrecruzamiento puede
reducir la solubilidad del quitosano en solventes acuosos, aumentar su
resistencia a la degradacién quimica o biolégica y ayudar a controlar la liberacién

de principios activos desde la matriz formada (Muzzarelli, 2009).

2.6.1 Tripolifosfato de sodio

El tripolifosfato sddico (TPP) es un agente entrecruzante no toxico, reconocido
como GRAS (General Recognized As Safe) por la FDA (Food and Drug
Administration), que es capaz de formar geles al unirse con el quitosano por
interaccion iénica (Pacheco & Lopez, 2010). En la figura 3 se presenta la

estructura quimica del TPP.
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Concretamente, la formulacién de micro y nanoparticulas por interaccién
idnica entre el quitosano y el tripolifosfato sédico es muy comun porque implica
la mezcla de dos fases acuosas a temperatura ambiente sin el uso de solventes
organicos (Pacheco & Lopez, 2010).
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Figura 3. Estructura quimica del tripolifosfato de sodio (TPP).

2.7 Surfactantes

Los surfactantes o tensioactivos son materiales que reducen la tensién
superficial (o tension interfacial) entre dos liquidos o entre un liquido y un sélido.
En sentido general, cualquier material que afecte a la tensién superficial
interfacial puede considerarse un tensioactivo, pero en el sentido practico, los
tensioactivos pueden actuar como agentes humectantes, emulsionantes,

agentes espumantes y dispersantes (Hirsch, 2015).

El surfactante es una molécula que reduce la tension superficial; estos
materiales tienen una cabeza hidrofilica soluble en agua y una cadena
hidrofébica soluble en sustancias organicas. Un surfactante actia como un
agente activo en las superficies y puede influir en gran medida en las

propiedades fisicoquimicas de la interfaz (Jia & Qin, 2013).

La clasificacion de los tensioactivos se basa en |la capacidad de disociacién
de la cabeza polar cuando se encuentra en solucién, Estas moléculas pueden

ser ionicas o no-iénicas (Wittcoff, 2007).

» Tensioactivos idnicos
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Los tensioactivos i6nicos son moléculas que adquieren carga eléctrica
cuando estan en solucion; la carga puede ser positiva (tensoactivos catiénicos)

0 negativa (anidnicos).
» Tensioactivos no-iénicos

Los surfactantes o tensioactivos no-iénicos son aquellos que no son
ionizables, se solubilizan mediante un efecto combinado de un cierto nimero de
grupos solubilizantes débiles (hidréfilos) tales como un enlace tipo éter o grupos

hidroxilos en su molécula.

En este trabajo se utilizé un tensioactivo no-idnico, el cual se describe a
continuacion.

2.7.1 Alcohol Polivinilico (PVA)

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero soluble en agua, no téxico,
biocompatible y biodegradable (Ye, Mohanty, & Ghosh, 2014).

El PVA se utiliza en diversas aplicaciones farmacéuticas y biomédicas, tales
como lentes de contacto, dispositivos de administracién de farmacos, apésitos
para heridas, dispositivos ortopédicos y érganos artificiales (Ye et al., 2014).

OH

Figura 4. Estructura quimica del alcohol polivinilico (PVA)

2.8 Albimina de Suero Bovino (BSA)

La albumina de suero bovino es una proteina hidrosoluble que tiene
numerosas aplicaciones. La albumina sérica como portador de farmacos
desempenia un papel vital en la administracién de medicamentos debido a sus

notables propiedades de union. Debido al alto costo de utilizar albimina sérica
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humana (HSA), la albumina sérica bovina (BSA) con un costo mas bajo se usa
ampliamente como una proteina modelo importante en lo que respecta a la
interaccién entre los compuestos y las albuminas séricas (Zheng et al., 2014).

Su estructura quimica se muestra en la figura 5.

Figura 5. Estructura de la proteina BSA (Bujacz, 2012).

2.9 Alginato

Los alginatos son polisacaridos aislados de algas pardas como Laminaria
hyperborea y lessonia que se encuentran en las aguas costeras de todo el
mundo. Son copolimeros lineales no ramificados que contienen bloques
homopoliméricos de acido B-D-manurdnico (M) con enlaces (1,4) y su epimero
C-5, residuos de acido a-L-gulurénico (G), respectivamente, que estan
covalentemente unidos entre si en diferentes secuencias o bloques (Augst,
Kong, & Mooney, 2006).

Los alginatos pueden prepararse con un amplio rango de pesos moleculares
(MW, 50-100 000 kDa), y las soluciones acuosas de alginatos tienen
caracteristicas no newtonianas, es decir, la viscosidad disminuye al aumentar la
velocidad de cizallamiento (adelgazamiento por cizallamiento). La viscosidad de
una solucién de alginato depende de la concentracién del polimero y de la
distribucion de peso molecular. Dos bloques G de cadenas poliméricas
adyacentes se pueden reticular con cationes multivalentes (por ejemplo, Ca?* o
BaZ?*) a través de interacciones con los grupos carboxilicos en los azucares, lo
que conduce a la formacion de una red de gel (Augst et al., 2006). En la figura 6

se muestra la estructura quimica del alginato.
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2.11 Técnicas de caracterizacion

La caracterizacion de materiales se refiere a su identificacion a partir del
estudio de sus propiedades fisicas, quimicas, estructurales, etc. Existen para ello
distintas técnicas de caracterizaciéon, de acuerdo a las propiedades que se
requiera estudiar. Una vez conocidas las caracteristicas del material puede
establecerse la naturaleza del mismo, asi como sus posibles aplicaciones
(Cabrera, 2011).

Algunas de las técnicas de caracterizacion se enlistan a continuacion.
2.11.1 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz (DDL o DLS, por sus siglas en inglés: "Dynamic
Light Scattering") es una técnica fisica empleada para la determinacién de la
distribucién de tamafios de particulas en suspensién o macromoléculas en
solucion tales como proteinas o polimeros. La luz laser al alcanzar las
numerosas particulas que hay en una suspensién, se dispersa en todas las
direcciones posibles. Si se separa una direccion, los haces de luz dispersados
por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una intensidad de
dispersion determinada (Pimentel & Martin-martinez, 2014). A partir del analisis
de la intensidad dispersada capturada por un detector en funcién del tiempo, se
puede determinar informacion sobre la dinamica de los agregados presentes en
la muestra, en particular su coeficiente de difusion. Una vez obtenido este
parametro, se puede obtener el radio hidrodinamico de los agregados si se

conoce la viscosidad del solvente y la temperatura.
2.11.2 Microscopia Optica (MO)

La microscopia Optica es una técnica de analisis con la que se observan
preparaciones de muestras a diferentes aumentos y con diferentes técnicas de
iluminacion: transmision, reflexién, campo claro (BF), campo oscuro (DF), luz
polarizada (POL) y luz UV (Mertz, 2010).

El microscopio 6ptico es un equipo que permite la observacion de muestras

soélidas por transmision, reflexién o fluorescencia (Buti, 2014).
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Tipicamente, en un microscopio optico compuesto estandar hay tres lentes
objetivas que son una lente de exploracién (5 x), lente de la energia baja (10 x)
0 a veces lente de la energia media (20 x), y lente de alta potencia (40 x)
(“Microscopio Optico,” 2015).

211.3 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido es un instrumento que crea imagenes
ampliadas que revelan informacién a escala microscépica sobre el tamafio,
forma, composicion, cristalografia y otras propiedades fisicas Y quimicas de una
muestra (Goldstein et al., 2018).

El microscopio electronico de barrido explora la superficie de la imagen punto
por punto, al contrario que el microscopio electronico de transmisién, que
examina una gran parte de la muestra cada vez. E| SEM tiene menor resolucién
pero produce imagenes tridimensionales realistas de la superficie del objeto.

Esta modalidad de la microscopia electrénica provee un examen morfolégico
con visualizacion directa de superficies. Las técnicas basadas en microscopia
electronica de barrido ofrecen diversas ventajas en el analisis morfolégico y de
tamario; sin embargo, proveen informacion limitada acerca de la distribucién y
del verdadero promedio de poblacién de particulas. Para la caracterizacion por
SEM, se requiere que las nanoparticulas se encuentren en forma de polvo seco,
el cual es colocado en un soporte; la muestra se recubre con un metal que puede
ser oro, plata o cromo, usando una maquina de pulverizacion (Calderon Perea &
Calderon Perea, 2007). El tamafio de particula obtenido por SEM se puede
comparar con los resultados obtenidos por DLS (Calderon Perea & Calderon
Perea, 2007).

2.12 Estudios de liberacion

Una vez que se tiene un sistema acarreador de un farmaco o molécula de
interés, un estudio a seguir consiste en evaluar el perfil de liberacién del mismo
desde el sistema acarreador. Dicho estudio consiste (de manera general) en lo
siguiente: una cantidad del sistema acarreador conteniendo el farmaco, se
incuba en un medio conocido (de preferencia un tampén buffer) a condiciones
especificas de interés (por ejemplo: temperatura) y se toman alicuotas con

respecto al tiempo para poder cuantificar por un método analitico |a cantidad de
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farmaco liberado en el medio. Estos resultados se presentan en gréficas del

porcentaje acumulado del farmaco con respecto al tiempo.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En esta seccién haremos un listado de todos los materiales y métodos usados

en este trabajo. En particular, se describiran con cierto detalle los métodos de

preparacion de nanoparticulas de quitosano por gelificacion idnica y

microfluidica. Asi mismo, se explicara el procedimiento de incorporacion de un

farmaco en las nanoparticulas, asi como una técnica para estudiar su liberacién.

3.1

Materiales

Para la preparacion de las particulas de quitosano por ambos métodos,

fueron utilizados los siguientes materiales:

o

o

(o]

Quitosano de bajo peso molecular (Sigma Aldrich).

Tripolifosfato de sodio (TPP) (Acros).

Acido acético glacial (Scharlau).

Agua ultra pura (Millipore).

Alcohol polivinilico (PVA) (Sigma Aldrich).

Albumina de suero bovino conjugado de isotiocianato de fluoresceina
(FITC-BSA) (Sigma Aldrich).

Gelatina de piel porcina (Sigma Aldrich).

Alginato (Sigma Aldrich).

Solucién Salina amortiguada por Fosfatos (PBS, pH=7.4)

3.2 Particulas de quitosano cargadas con FITC-BSA:

preparacion por el método de gelificacion ionica

A continuacion se describen los pasos llevados a cabo para la

preparacion, por la técnica de gelificacion iénica, de particulas de quitosano

cargadas con la proteina Albumina de suero bovino (BSA).

1) Se prepararon 30 mL de solucién de &acido acético al 1%, 30 mL de

solucién de quitosano al 0.5% y 6 mL de solucién de TPP al 0.5%.

2) A la solucién de TPP se le afiadieron 6 mg de FITC-BSA.
3) Sefiltré la solucion de quitosano y se vertié en un matraz de tres bocas.

4) La solucién de quitosano se agité en un homogeneizador UltraTurrax a

10000 rpm.
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5) Mientras la solucion de quitosano se agitaba, se agregé gota a gota la
solucion de TPP con FITC-BSA de forma controlada mediante una bomba
peristaltica (Figura 8).

Figura 8. Configuracién experimental para la preparacion de nanoparticulas de
quitosano.

6) Una vez afiadida toda la solucion de TPP con FITC-BSA, se dej6 agitando
durante 10 minutos mas.

7) De la solucién obtenida se tomaron 5 mL y se agregaron 10 mL de agua
Milli Q en tubos para centrifugar.

8) Se agité por 30 segundos en el vortex para homogenizar.

9) Se centrifugd la solucion resultante a 5000 rpm (Sigma 2-16P) por 20
minutos.

10) Se liofilizé el sobrenadante.

Las particulas de quitosano preparadas con este procedimiento
(localizadas en el sobrenadante resultante de la centrifugacion) fueron
caracterizadas por microscopia optica, microscopia electronica de barrido y
dispersion de luz. Dado que la molécula modelo (FITC-BSA) se afiadié junto
con el entrecruzante (TPP), se esperaba que las particulas resultaran
cargadas con FITC-BSA; como se ve en el siguiente capitulo, esta hipotesis
se corrobord. Sin embargo, cabe sefialar que se dificulté la redispersion de
las particulas con el procedimiento descrito. Por esta razén, se preparo el

sistema con un procedimiento alternativo, siguiendo los mismos pasos hasta
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el punto 9 de los parrafos precedentes, sin liofilizar el sobrenadante. Después

de esto, se procedio de la siguiente manera:

1. El sobrenadante se utilizd para preparar particulas tal como se obtuvo
después de centrifugar.

2. Una porcién de la muestra del sobrenadante (10 mL) fue liofilizada para
tener material suficiente para determinar la capacidad de carga (de FITC-
BSA) de las particulas.

3. Se peso el producto liofilizado (0.022 g).

4. Con el liofilizado se prepard una dispersion al 1% en 1 mL de solucién de

acido acético al 1% y se agité a 1000 rpm por agitacion magnética.

3.2.1 Determinacion de la capacidad de carga (CC) de BSA de

las particulas
La capacidad de carga (CC) de la proteina BSA por parte de las particulas

de quitosano se define de la siguiente manera:

C
cC = W‘*—“wa%

ML

Donde CC es la capacidad de carga (en porcentaje de masa de BSA por
masa de particulas de quitosano), Cesa es la cantidad de BSA encapsulada
(en mg/mL) y WwmL es la concentracién de la muestra liofilizada (mg/mL).

La cantidad de proteina encapsulada (Cesa) se determino estudiando la
absorbancia de las muestras por espectrofotometria UV visible (UV-Vis). De
hecho, la Ley de Beer-Lambert establece que hay una relacién lineal entre
absorbancia y concentracion: A=ac+b, donde A es la absorbancia de la
muestra y ¢ la concentracién de la sustancia de interés; a y b son parametros
de calibracibn que se obtienen previamente al medir muestras con

concentraciéon conocida.

Una vez encapsulada la molécula modelo (FITC-BSA) en las particulas, se
determiné su capacidad de carga de la siguiente manera:
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D

2)

4)

5)

Se disolvieron 0.02 g de la muestra liofilizada de particulas en 2 mL de
una solucién de acido acético al 1%. De esta forma, la concentracién de
particulas fue de 1 % (g por mL de solucién).

La solucion se someti6 a agitacion magnética por 26 horas
aproximadamente.

La solucion de particulas se analizé en el espectrofotometro
microvolumeétrico NanoDrop para determinar su absorbancia: se utilizo
como blanco o referencia la solucién de acido acético al 1%. Cabe hacer
notar que para tener resultados confiables, el valor de la absorbancia no
debe ser mayor a 1. Esto se debe a que en condiciones de alta
absorbancia ocurre dispersién multiple; la luz que logra pasar es casi nula
y se confunde con el ruido de fondo. En un primer tiempo, las muestras
resultaron con alta absorbancia. Por ello, se diluyé aun mas el sistema
(0.5 mL de esta solucién en 5 mL de acido acético al 1%) y se volvié a
analizar. Los resultados se presentan en el capitulo siguiente.
Previamente se realizé la calibracion del sistema, midiendo muestras de
concentracion conocida. Con esto, las constantes de la Ley de Beer-
Lambert resultaron ser: a = 0.00514 y b = —0.01467 para absorbancias
medidas a A=280 nm y a = 0.0482 y b = 0.00841 para absorbancias
obtenidas a A=495 nm.

Debido a que el quitosano también contribuye a la absorbancia, se
realizaron también mediciones en el espectrofotémetro pero usando como

blanco la solucién de quitosano al 0.5%.

3.2.2 Preparaci6n de hidrogeles tipo sandwich con particulas

de quitosano/FITC-BSA

Una vez preparadas las particulas de quitosano cargadas con FITC-BSA, se

procedid a preparar un sistema que permita controlar su liberacién en
aplicaciones. Para ello, se prepararon hidrogeles con capas alternadas de
alginato/quitosano para retener particulas de quitosano/FITC-BSA; el
procedimiento se realizé mediante la técnica capa por capa (layer by layer o LbL
por sus siglas en inglés) utilizando el equipo Spray Coater. Los pasos seguidos

fueron los siguientes:
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1) Se rociaron alternadamente soluciones acuosas de alginato (Alg, 2.5
mg/mL, pH=3) y de quitosano (Chi, 1 mg/mL, pH=5) sobre portaobjetos
de vidrio tratados con etanol, polietilenimina y agua. Con esto se consiguié
una pelicula multicapa constituida por 25 bicapas de Alg/Chi seguidas de
una capa de Alg.

2) La gelatina compuesta se comenz6 a preparar disolviendo gelatina de piel
de cerdo a 40°C en una dispersion de la muestra de particulas durante
una hora en constante agitacion hasta una concentracién final de 10% p/v
de gelatina y 1 mg/mL de FITC-BSA.

3) Se depositaron 200 uL de dispersion de gelatina nanocompuesta sobre la
pelicula multicapa.

4) La muestra se mantuvo a 5°C durante 1 hora para gelificar el sistema.

5) Finalmente, se rociaron otras 25 bicapas de Alg/Chi sobre el sistema.

Con este procedimiento se consiguié un sistema compuesto de multicapas
con las particulas de quitosano/FITC-BSA contenidas en el gel central. En la

figura 9 se muestra un esquema del sistema.

6) La muestra se almacené en el refrigerador durante 24 horas.
7) Una vez fuera del refrigerador, se dej6 secar la muestra por 48 horas.

[AIQ/O Ui] 25 {

® @ _ Gel nanocompuestg ® ® o
® 00000 09009 0

Alg
[Alg/Qui] 25

Sustrato

Figura 9. Esquema del hidrogel nanocompuesto tipo sandwich. Los circulos amarillos
representan las particulas de quitosano/BSA.

Para los estudios de liberacion realizados a 37°C, se prepararon cuatro
‘sandwiches” o peliculas multicapa de Alg/Chi con particulas de quitosano/FITC-
BSA. Ademas, se prepararon geles disolviendo 0.2 g de gelatina en dos mililitros
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4) Por cada 10 pL de alicuota que se tomo, se agregaron otros 10 pL de

solucion de PBS.

5) De los 10 pL de cada alicuota, se usaron 2 pL para analizar las muestras

en el espectrofotémetro NanoDrop.

6) Se obtuvieron las absorbancias a A=280 nm y A=485 nm y posteriormente

se hicieron calculos de concentracién, masa, porcentaje, etc. para graficar

los datos en el programa informatico Origin.

También se realizaron estudios de liberacion atrapando en geles las

particulas de quitosano/FITC-BSA preparadas sin liofilizar (37°C). A diferencia

del anterior procedimiento, el nuevo se realizé por triplicado (3 geles y 3

sandwiches). Para llevar a cabo este estudio, el procedimiento fue el siguiente:

1.

Se tomaron alicuotas de 10 pL a los 10, 20, 30, 45 minutosy a 1, 1.5, 2,
3,35,4,45,5,24 y 48 horas.

Una muestra de sandwich (“Sand 4”) se utilizé para cuantificar la cantidad
de FITC-BSA encapsulada, como se explica mas adelante.

La muestra “Sand 4" se deposité en un vial y se le agregaron 0.64 mL
(acorde con su masa que fue de 0.0064 g) de solucién de acido acético al
1%.

Esta muestra se puso en un bafio a 80°C, bajo agitacién magnética por
aproximadamente 48 horas.

La muestra se analiz6 en el espectrofotémetro usando como blanco una
solucién de quitosano al 0.5%.

Se hicieron varias mediciones y al final se obtuvo un promedio de todas
las absorbancias a 495 nm y se procedi6 al calculo de la concentracion
para saber cuanta FITC-BSA habia en total y asi calcular cuanto de FITC-
BSA hay en cada gel y cada sandwich.

3.3 Particulas de quitosano con y sin FITC-BSA:

preparacién por el método de microfluidica

La primera etapa del experimental de microfluidica consistié en aprender a

elaborar los dispositivos microfluidicos de polidimetilsiloxano (PDMS), los cuales
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fueron elaborados en el Laboratorio de Biofisica de la Universidad de Sonora,

siguiendo los pasos detallados a continuacion:

s
2.

Se realizd el disefio de la mascara en AUTOCAD (Figura 30-a).

Se imprimi6 la mascara sobre plastico de transparencias en negativo en
una impresora de alta calidad, de resolucién 3500 dpi. La mascara sirve
para exponer una resina sensible a radiacion UV con el objetivo de
“grabar” |la forma del disefio.

Se preparé el molde de la oblea siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante del equipo disponible (BlackHole Lab), de acuerdo al
diagrama general mostrado en la figura 11. El proceso inicia recubriendo
una oblea de silicio con una resina sensible a la radiacion ultravioleta: SU-
8 2025. En la figura 11 se esquematiza el proceso, cuyos pasos fueron:
Se prepar6 la oblea de silicio limpiandola con acetona y luego con
isopropanol; se sec6 con una pistola de aire.

Se coloco la oblea sobre una placa calentadora a 120°C y se dejo por 15
minutos.

Para cubrir la oblea con una capa de fotorresina, se utilizé un recubridor
por rotacion (spin coater).

Se colocaron 5 mL de la resina SU-8 2025 sobre el centro de la oblea, la
cual se coloco en el recubridor por rotacién.

De acuerdo con el protocolo, las velocidades de rotacion para los pasos
inicial y final en el recubridor por rotacién fueron las siguientes:

» Paso inicial: 500 rpm, 10 s, 100 rpm/s.

» Segundo paso: 1224 rpm, 30 s, 200 rpm/s.

Se dejo la oblea en el aparato durante unos minutos para que la resina se
adhiriera bien.

Se calentd la placa de calentamiento a 65°C y se puso la oblea con la
resina por dos minutos.

Se subi¢ la temperatura de la placa a 95°C y se dejé la oblea por cinco

minutos.

Una vez preparada la fotorresina en la oblea de silicio, se procedié a irradiarla

con UV. Para ello se siguieron los siguientes pasos:
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Se corto el disefio impreso (mascara) con la forma y tamafio de una pieza
cuadrada de vidrio; la pieza cortada se peg6 al vidrio.

Se puso la oblea en la camara UV y sobre ella se coloco la pieza de vidrio
con la mascara y se irradié durante 9 segundos.

Se retird la oblea de la camara de UV y se puso en la placa de
calentamiento a 65°C por dos minutos.

Se subio la temperatura de la placa a 95°C y se dejo6 la oblea por cinco
minutos para evaporar el solvente y hacer que la fotorresina SU-8 sea
mas solida.

Se le puso revelador SU-8 cubriendo toda la oblea y se dejé agitando por
cinco minutos.

Se almacend la oblea en una caja Petri de plastico.

Con una jeringa de insulina se sacaron aproximadamente 20 unidades de
clorotrimetilsilano y se distribuyé gota a gota alrededor de la oblea (para
que la superficie se hiciera hidrofébica y que el PDMS no se pegara).

Se tapd la caja Petri y se dej6 por 15 minutos.

Se quitd la tapa y la caja se dejé abierta por cinco minutos para que el

clorotrimetilsilano se volatilizara.
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Figura 11. Diagrama del proceso de preparacion de la oblea.

Una vez teniendo la oblea lista, se procedié a la elaboracion del dispositivo
de PDMS, de acuerdo al siguiente procedimiento:

4. Se prepard y vertié el PDMS, para ello:

- Se pesaron en un vaso 80 g de PDMS (monémero) y 8 g de elastémero y
se mezclaron hasta que cambié de color (a blanco).

- Seintrodujo el vaso con la mezcla en la camara de vacio y se encendié la
bomba.

- Se regulé con la vélvula de manera que no entrara aire, y ya que se
empezaron a formar burbujas se abrié ligeramente |a valvula para evitar

que se derramara la mezcla.
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Una vez que la mezcla ya no tuvo burbujas, se sacé de la camara de vacio
y se vertié sobre |la oblea en la caja.

Una vez vertida la mezcla de PDMS sobre la oblea, se metié al horno por
dos horas.

Después del horneado, se procedié al desprendimiento del PDMS de la
siguiente manera:

Se corto alrededor de la oblea con el bisturi.

Se desprendié el PDMS de la oblea.

Corte y perforacién de los dispositivos.

Se cortaron los dispositivos con el bisturi y se perforaron las entradas y
salidas de cada dispositivo.

Limpieza, montaje y sellado con plasma:

Una vez obtenidos los dispositivos de PDMS se procedié a montarlos sobre

portaobjetos de vidrio y a sellarlos, de acuerdo a los siguientes pasos:

Los dispositivos con sus respectivos portaobjetos se sometieron a bario
ultrasénico con agua ultra pura en opcion “degas” (desgasificar) por cinco
minutos.

Se secaron los dispositivos y los portaobjetos y se metieron al limpiador
por plasma por dos minutos.

Posteriormente se pusieron los dispositivos sobre los portaobjetos y se
hizo presion para adherirlo.

Los dispositivos adheridos a los portacbjetos se metieron al horno por 15

minutos.

10.Finalmente, se procedié a validar el funcionamiento de los dispositivos

contra fugas o taponeos de los microcanales, para lo cual se hicieron

circular soluciones de colorantes vegetales por los canales.

El procedimiento para la preparacién de particulas de quitosano con y sin

FITC-BSA por microfluidica se describe a continuacion:

1. Se monto el equipo de microfluidica adaptado al microscopio ¢ptico (Figura
12).
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Figura 12. Montaje del equipo de microfluidica adaptado al microscopio 6ptico. (En la
pantalla derecha se aprecian los canales del diserio).

2. Se hicieron pruebas preliminares con agua en los canales.

3. Una vez asegurado que el equipo estuviera funcionando bien, se pusieron las
soluciones:
» Canal 1: Solucién de TPP 0.5%
» Canal 2: Solucién de PVA 1%
» Canal 3: Solucién de Quitosano 0.5%

4. Los valores de flujo programados fueron:
e Canal 1: 4.16 uyL/min
e Canal 2: 11.66 pL/min
e Canal 3: 8.33 uL/min

5. Cabe decir que el sistema no permite fijar completamente el valor de los
flujos; éstos fluctian a partir de los valores programados, probablemente
debido a caidas de presion inherentes al equipo. Se observé que conforme
pasaba el tiempo los valores de los flujos iban bajando, por lo tanto se
aumento el valor de las presiones hasta que coincidieran mas o menos con
los valores de flujo deseados.

6. Después de aumentar las presiones, los flujos fueron los siguientes:
e Canal 1: 4.16 pyL/min
e Canal 2: 11.54-11.91 pL/min
» Canal 3: 1.58-1.75 uyL/min

7. Después de mantener los flujos asi por 10 minutos, se tomé la primera
muestra (“CS/PVA 17).
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8. Después de otros 10 minutos, los valores de los flujos siguen siendo los
mismos y se tom6 otra muestra (“CS/PVA 2").

9. Se cambid la solucion de TPP por una de TPP con BSA.

10. Se tomaron muestras cada 15 minutos y las primeras dos salieron
transparentes, hasta la tercera la muestra empez6 a salir con color amarillo y
desde ahi se empezaron a tomar en cuenta.

11. La primera muestra (“CS/PVA/BSA 1) se obtuvo con los siguientes valores
de flujo:

e Canal 1: 4.06 yL/min
e Canal 2: 9.19 pL/min
e Canal 3: 7.47 pL/min

12. La segunda muestra (CS/PVA/BSA 2) se tomd a los 15 minutos después de
la primera muestra y la tercera muestra (CS/PVA/BSA 3) se tomo6 después
de otros 15 minutos, a los siguientes valores de flujo:

e Canal 1: 5.37 yL/min
¢ Canal 2: 8.99 yL/min
e Canal 3: 5.37 pL/min

13. Después de la tercera muestra, se terminé el experimento.

3.4 Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano

Las particulas de quitosano preparadas por gelificacion i6nica se
caracterizaron por diferentes técnicas como microscopia Optica, dispersion
dinamica de luz y microscopia electrénica de barrido; mientras que las particulas
preparadas por microfluidica se caracterizaron solamente por microscopia

electrénica de barrido.

Antes de la microscopia electrénica, se observaron las muestras en el
microscopio Optico (Nikon Eclipse E400) y en el microscopio optico con
fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-s).

Se observaron las particulas de CS/BSA preparadas por gelificacién iénica y
por microfluidica por SEM UHR (Hitachi SU 8000).

Para analizar por dispersién dinamica de luz (Malvern, Nano ZS), las muestras

se trataron de la siguiente manera: se tomaron 10 gotas del precipitado y se

46



afadieron a 1 mL de solucién de acido acético 1% y lo mismo se hizo para 1 mL

de aguay 1 mL de solucién de PBS y posteriormente se filtraron dichas muestras
y se depositaron en celdas de poliestireno para meterlas al equipo.
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Figura 13. Muestra proveniente del sobrenadante sin liofilizar, observado por
microscopia dptica. Notense los grandes agregados, asi como estructuras en forma de
fibras.

Cuando la misma muestra se observa por microscopia electrénica de barrido
(figura 14) se aprecia una gran cantidad de agregados semiesféricos de
diametros mayores a 100 micras. También se pueden apreciar agregados de
tamario considerablemente menor. La diferencia entre lo observado por
microscopia optica y microscopia electrénica se debe a la preparacion de la
muestra en SEM. Esto es, los agregados son mas o menos indetectables
mediante la luz visible (microscopia 6ptica); sin embargo, para estudiar el
sistema con SEM, la muestra se recubre con una capa delgada metalica,
procedimiento que hace detectable la morfologia de la muestra y por tanto los

agregados.
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Figura 14. Muestra proveniente del sobrenadante sin liofilizar, observado por
microscopia electrénica de barrido. Nétese la presencia de agregados grandes

(microparticulas de quitosano). La barra corresponde a 50 pym.

La naturaleza de los agregados se estudié ademas observando la muestra
mediante microscopia éptica de fluorescencia (figura 15). En este caso se busco
aprovechar el hecho de que la proteina FITC-BSA es fluorescente. De hecho,
presenta un maximo de emision alrededor de 515 nm (verde) cuando se excita

a 495 nm (frontera entre el azul y el verde).

En la figura 15 se presentan dos imagenes de microscopia de fluorescencia;
en el lado izquierdo, la excitacién se realizé con luz azul, mientras que en el
derecho fue con luz verde. En ambas iméagenes se observan patrones similares.
Por una parte, hay un fondo tenue y continuo del mismo color que la excitacion
(azul en un caso, verde en el otro), el cual se atribuye a la reflexion difusa de la
luz incidente. Pero por otra parte, en ambas imagenes se pueden observar por
toda la muestra una gran cantidad de puntos verdes de diametros del orden de
10 micras. Dado que dichos puntos tienen el color esperado para la emision
fluorescente de la FITC-BSA, se atribuye su existencia a la presencia de dicha
proteina. Esto es, cada punto corresponde a una particula (o a un aglomerado
de particulas) de gel de quitosano. De esta forma, la microscopia optica de

fluorescencia nos revela la existencia de agregados, cargados con FITC-BSA,

no visibles con la microscopia convencional.
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Figura 15. Muestra proveniente del sobrenadante sin liofilizar, observado por
microscopia optica de fluorescencia. En la figura de la izquierda, la excitacién se
realizo con luz azul; en la derecha con luz verde. Los puntos verdes aparecen debido a
la emision de la proteina BSA encapsulada en particulas de quitosano.

Finalmente, en la figura 16 se presentan imagenes de SEM de la misma
muestra, pero con una resolucion mas alta. Como se puede apreciar, en el
sistema existen particulas esféricas de diametros del orden entre 60 y 90 nm
(Figura 16-a). En ocasiones, dichas esferas se aglomeran y aparecen agregados

amorfos mas grandes (Figura 16-b).

Figura 16. Muestra proveniente del sobrenadante sin liofilizar, observado por

microscopia electrénica de barrido a mas alta resolucién. Las particulas observadas
tienen diametros entre 60 y 90 nm (a); en ocasiones, las particulas aparecen
aglomeradas (b). La longitud total de la escala correspondiente a 1 um.

Los resultados hasta aqui presentados concuerdan en la existencia de
agregados en la muestra obtenida del sobrenadante en nuestras preparaciones
por gelificacién iénica. Tales agregados (particulas de quitosano) presentan
diametros en un intervalo aproximado entre 0.06 y 10 micras. Mas aun, existe
proteina FITC-BSA encapsulada en las particulas de quitosano.

Como se comenté anteriormente, las muestras de sobrenadante fueron
liofilizadas con el fin de almacenarlas en seco y dispersarlas de nuevo después
en diferentes solventes. Se presenta a continuacién el anélisis de las muestras
que, después de ser liofilizadas, fueron dispersadas en tres solventes diferentes:

agua, solucion de acido aceético y la solucion amortiguadora PBS.
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En las figuras 17, 18 y 19 se presentan los resultados obtenidos cuando las
muestras liofilizadas se redispersaron en agua. En primer término, en la figura
17 se presenta una fotografia obtenida por microscopia 6ptica. En ella se pueden
apreciar muy facilmente agregados cilindricos (fibras), de diametros entre 20 y
50 micras, aproximadamente; también se aprecian, aunque con menor nitidez,
agregados cuasiesféricos de tamarios del orden de dos o tres decenas de

micras, aproximadamente.

Figura 17. Muestra proveniente del sobrenadante liofilizado y posteriormente
redispersado en agua, observado por microscopia dptica. Notese la presencia de
estructuras en forma de fibras, asi como de algunos agregados.

Los agregados cuasiesféricos se aprecian mejor en las imagenes de
microscopia electronica de barrido. Se observa, por ejemplo, en la figura 18 que
agregados representativos tienen diametros en el intervalo entre 15 y 30 micras.
En la misma figura se ve también que existe una gran cantidad de agregados de
tamafio considerablemente menor. Todos esos agregados son microparticulas
de quitosano.
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Figura 18. Muestra proveniente del sobrenadante liofilizado y posteriormente
redispersado en agua, observado por microscopia electrénica de barrido. Los
diametros de agregados representativos estan en el intervalo entre 15 y 30 micras.

Los agregados més pequefios se pueden apreciar de mejor manera en la
figura 19, donde se muestran imagenes de microscopia electronica de barrido
tomadas con mayor resolucién. En ella se muestran agregados tipicos, de
dimensiones en el intervalo entre 0.5 y 2 micras. Es de remarcarse que estos
objetos pequefios, consisten efectivamente de particulas aglomeradas en las
forma de racimos.

Figura 19. Muestra proveniente del sobrenadante liofilizado y posteriormente

redispersado en agua, observado por microscopia electrénica de barrido. Nétese la
presencia de pequefias particulas aglutinadas en aglomerados.
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Los resultados presentados hasta el momento, tanto para el sobrenadante
estudiado tal como resulta del método de gelificacién iénica como para la
muestra redispersada en agua después de liofilizar, son bastante similares. La
diferencia principal es que en el segundo caso hay mas tendencia a formar
agregados cilindricos bien definidos (comparar figuras 13 y 17). Se pasa ahora
a describir los resultados obtenidos al redispersar el sobrenadante en otros

solventes.

En el primer caso se utilizé una solucion de acido acético en agua al 1 % para
redispersar las particulas de quitosano. Se escogio este solvente porque el
quitosano tiende a protonarse en medios acidos. Esto lleva a una repulsion mas
intensa entre las cadenas cargadas positivamente, por lo cual esta biomolécula
se disuelve en este solvente. Por otro lado, el hecho de que el grado de
protonacién sea mayor, incrementa también la atraccion electrostatica con el
agente entrecruzante (TPP), lo cual puede estabilizar de mejor manera a los
agregados de quitosano. Los resultados se presentan en las figuras 20, 21y 22.

Las imagenes de microscopia Optica revelan una textura similar a la de un
arreglo denso de estructuras poligonales con algunos cilindros intercalados
(figura 20). La interpretacion de esta imagen se dificulta debido al bajo contraste
mencionado anteriormente, aunque es notoria la ausencia de estructuras en
forma cilindrica, como las encontradas al redispersar la muestra en agua (figura
17).

54



Figura 20. Muestra proveniente del sobrenadante liofilizado y posteriormente
redispersado en una solucion acuosa de é&cido acético al 1 %, observada por

microscopia optica.

Cuando la muestra se observa en el microscopio electronico de barrido se
aprecia la existencia de una gran cantidad de agregados de diametros entre 10
y 20 micras, aproximadamente (Figura 21).

Figura 21. Muestra proveniente del sobrenadante liofilizado y posteriormente
redispersado en la solucion de acido acético, observada por microscopia electronica
de barrido.

Al estudiar las muestras con mayor resolucion se observa que existen
también agregados de caras relativamente regulares en la escala de una a cinco
micras (figura 22). La forma de dichos agregados sugiere un proceso de
cristalizacion, no observado al redispersar la muestra en agua, y probablemente
provocado por el incremento en la intensidad de las fuerzas electrostaticas entre
las moléculas de quitosano y el agente entrecruzante.
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Figura 22. Muestra proveniente del sobrenadante liofilizado y posteriormente
redispersado en agua, observado por microscopia electrénica de barrido. Notese la
presencia de pequefias particulas aglutinadas en aglomerados.

Finalmente, la muestra liofilizada fue también redispersada en la solucién
amortiguadora PBS con el fin de hacer experimentos preliminares para estudiar
la estabilidad de las particulas ante un pH = 7.4. En estas condiciones es de
esperarse que el quitosano pierda su grado de protonacién y que las particulas
no sean estables. De hecho, los resultados obtenidos en este trabajo ponen en
evidencia la ausencia de agregados similares a los descritos anteriormente. En
las figuras 23 y 24 se muestran algunos de los pocos agregados observados por
microscopia oOptica y electrénica, respectivamente. Los resultados pueden ser
considerados negativos en cuanto a la presencia de particulas de quitosano; sin
embargo, se considera que es necesario realizar mas experimentos de manera

sistematica con este solvente para poder ser mas concluyentes.
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Tabla 2. Diametro promedio y polidispersidad de las particulas de

quitosano cargadas con FITC-BSA.

Diametro
Solvente de i
Promedio | Polidispersidad
redispersion
(nm)
Agua 657.3 1
Solucién de acido
571.1 1
acético al 1%
PBS 297.9 0.708

Estos resultados de DLS deben tomarse como una mera aproximacion
cualitativa debido a que la luz proveniente de la fluorescencia intrinseca de la
proteina FITC-BSA necesariamente interfiere con la luz dispersada. En otra
etapa de este proyecto seria conveniente repetir los experimentos de DLS con

particulas de quitosano sin cargar con la proteina FITC-BSA.

Una vez mostrada la factibilidad de preparar particulas de quitosano
mediante el método de gelificacion idnica, se procedié a preparar un sistema
disefiado para contener dichas particulas y conseguir la liberaciéon controlada de
la molécula modelo encapsulada. Los resultados se presentan en la seccién

siguiente.

4.1.1 Determinacion de la capacidad de carga (CC) de FITC-
BSA en las particulas de quitosano

Para determinar la cantidad de la molécula modelo encapsulada en las
particulas de quitosano, se sigui6 el procedimiento descrito en la seccién 3.2.1
para aplicar la Ley de Beer-Lambert. Los valores de absorbancia de la solucién
de particulas fueron 0.24 y 0.15 para longitudes de onda de 280 nm y 495 nm,

respectivamente. Como referencia se usé la solucion de acido acético al 1%.

Utilizando la Ley de Beer-Lambert (A = ac + b),con los valores de las
constantes de calibracién determinados previamente, se obtuvo la concentracion
de FITC-BSA: ¢ =49.546 ug/mL para A=280 nm y ¢ = 29.375 ug/mlL para
A=495 nm. Recordando que la muestra fue diluida para obtener mejores valores
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de absorbancia, las concentraciones obtenidas se multiplicaron por 11, que fue

el factor de dilucion, obteniendo concentraciones de 574.38% = 0.574 mg/mL

para A=280 nm y de 323.125% = 0.323 mg/mlL para A=495 nm.

Con las concentraciones calculadas, se puede proceder a calcular la
capacidad de carga. Dado que se tomaron 0.02 g de sobrenadante liofilizado
para dispersarlos en 2 mL de solucién de &cido acético 1%, la concentracion de
particulas en soluciéon fue de 10 mg/mL. Entonces la capacidad de carga
obtenida para las absorbancias medidas a A=280 nm y A=495 nm fueron,

respectivamente:
CBSA 0.574 mg/ml
= —25100% = ——— </ % = 5.749
CCsg0 WMLx 0% 10 mp /il x100% = 5.74%
Cpsa N 0.323 mg/ml
= = —x100% = 3.230
CCyos WMLxIOO/O g/l x100% = 3.23%

Los valores obtenidos resultaron similares. Las diferencias son una

indicacion de que el error experimental es del orden de 1-1.5%.

Con un procedimiento semejante al descrito anteriormente, aunque
solamente midiendo varias veces y promediando la absorbancia a 495 nm
(A495=0.35), se calculd la cantidad de proteina FITC-BSA encapsulada en los
sistemas compuestos descritos en el capitulo 3: geles de proteina de piel de
cerdo y sandwiches compuestos de capas de alginato/quitosano. En la tabla

3 se presenta un resumen de los resultados.

Tabla 3. Resultados de cantidad de FITC-BSA contenida en cada muestra
de geles y sandwiches.

Peso de la muestra Cantidad de BSA en la
Muestra
(Mg) muestra (ug)
Gel 1 17300 122.58
Gel 2 19500 138.17
Gel 3 13200 93.53
Sandwich 1 6900 48.89
Sandwich 2 7600 53.85
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Sandwich 3 5800 41.09
Sandwich 4 6400 45.35

4.1.2 Estudios de liberacion a 20°C y 37°C
Se realizaron estudios de liberacion de la FITC-BSA a 20°C y 37°C para los
hidrogeles de Alg/Chi conteniendo particulas de quitosano.

A los geles se les llamé ‘A’ (uno a 20°C y otro a 37°C) y a los filmes ‘B’ (20°C)
y ‘C" (37°C).

Las alicuotas tomadas se analizaron en el espectrofotémetro NanoDrop y con
los valores de absorbancia obtenidos se calcularon valores de concentracion,
masa, porcentaje y porcentaje acumulado y posteriormente se graficaron en el
programa OriginPro 8 los datos de porcentaje acumulado con respecto al tiempo.
Una aplicacién potencial de las particulas de quitosano preparadas en este
trabajo es la encapsulacion y posterior liberacién controlada de farmacos. Por
esta razon se plante6 cargar las particulas con la proteina albumina de suero
bovino conjugado de isotiocianato de fluoresceina (FITC-BSA), la cual es

frecuentemente utilizada como molécula modelo en este tipo de estudios.

Dado que en ciertas aplicaciones las particulas cargadas se asientan a su vez
en alguna matriz, se decidié distribuir las particulas en el volumen de un gel
preparado con material proveniente de piel de cerdo (fundamentalmente
colageno). Este tipo de gelatina es muy usual porque tiene propiedades
termosensibles: funde a 35 °C y por lo tanto permite liberar su contenido a esa
temperatura, muy apropiada para la liberacién en condiciones fisiolégicas.

Ademas de encapsular las particulas de quitosano (cargadas a su vez con
FITC-BSA) en estas gelatinas, se estudié un sistema multicapa, donde la gelatina
cargada se colocé en el centro, recubriéndola por ambos lados por una sucesién
de capas alternadas de quitosano y alginato. De esta forma, tenemos resultados
de la liberacién de FITC-BSA para dos tipos de sistemas: la gelatina o

simplemente “geles” y los “sandwiches” multicapa.
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A continuacién se presentan los resultados obtenidos, siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 3.2.3. Cabe sefialar que se trata de
experimentos preliminares en esta etapa del proyecto. Mas que hacer un estudio
cuantitativo y sistematico, la intencion de este trabajo fue probar la posibilidad de
preparar tales sistemas y de seguir la liberacion de FITC-BSA y tener una idea

de los tiempos caracteristicos.

En la figura 25 se presentan curvas de liberacion en funcion el tiempo tanto
para un sistema gel como para un sandwich multicapa, mantenidos a 20 °C. Es
de notarse que las curvas son cualitativamente similares. La liberacion ocurre en

un tiempo del orden de 120 minutos.
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Figura 25. Curva de liberacion de Fl TC-BSA de un gel y de un sandwich multicapa a
20°C.

En la figura 26 se presentan curvas de liberacion para ambos sistemas pero
ahora mantenidos a 37 °C. De nueva cuenta las curvas son cualitativamente

similares entre si. La liberacién ocurre en un tiempo del orden de 240 minutos.
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Figura 26. Curva de liberacion de FITC-BSA de un gel y de un sandwich multicapa a

37°C.

Al repetir los experimentos, los resultados se reproducen, dentro de los

margenes del error experimental. Por ejemplo, en las figuras 27 y 28 se muestran

los resultados de tres repeticiones tanto para los geles, como para los

sandwiches multicapa, respectivamente.
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Figura 27. Curva de liberacién de FITC-BSA de los geles a 37°C.
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Figura 28. Curva de liberacion de FITC-BSA de los sandwiches multicapa a 37°C.

En la figura 29 se grafico el promedio de los valores obtenidos
respectivamente para los tres geles y para los tres sandwiches, para los
experimentos realizados a 37°C. Se observa nuevamente que dentro de los
margenes experimentales, la tasa de liberacion del gel solo y del gel atrapado
entre las multicapas del alginato/quitosano tiene la misma dependencia

temporal.

Las conclusiones parciales que se pueden obtener de estos resultados
son las siguientes. Por una parte, es posible encapsular las particulas de
quitosano (que a su vez encapsulan FITC-BSA) en geles de gelatina simple o
contenidos dentro de sandwiches de multicapas de alginato/quitosano. Por otra
parte, |la tasa de liberacion de estos dos sistemas es relativamente similar, lo cual
es un resultado alentador, puesto que el sandwich multicapa se incorpora para
dar mayor resistencia mecanica y térmica al sistema, pero el conjunto presenta

las propiedades de liberacién del gel de gelatina.
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Figura 29. Curvas de liberacién promedio para tres geles y tres sandwiches multicapa.
Los experimentos se realizaron a 37 °C.

Se observaron comportamientos distintos entre el gel y el sandwich, al
principio fue mas rapida la liberacion del gel y la del sandwich mas lenta.
Después se revirti6 la situacion y el sandwich liberé todo a las dos horas y el gel
a las dos horas y media.

Después de las dos horas y media se tuvo toda la liberacién de ambas

muestras.

Se cree que lo que se estuvo liberando en realidad fueron las nanoparticulas
con la FITC-BSA y no sélo dicha molécula. Comparando con otro estudio de
liberacion realizado a hidrogeles tipo sandwich sin particulas de guitosano, se
observé que la liberacion fue mas rapida, a los 40 minutos ya se habia liberado
toda y en las muestras de gel y sandwich con particulas tardé entre dos y horas

y media en liberar todo.

Es posible que la liberacién de la molécula modelo sélo sea mas rapida que
la de las particulas con la molécula debido a que la FITC-BSA sola no tiene
interacciones y con las nanoparticulas hay interacciones muy fuertes entre el
quitosano y la FITC-BSA debido a sus cargas eléctricas opuestas, y también hay

interacciones entre el quitosano y la gelatina, por lo tanto se tarda mas en liberar.
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Respecto a la liberacién en membranas de dialisis, donde se observaba Ia
liberacién de la FITC-BSA en las particulas solas, a los 7 dias aun no se

observaba nada de liberacién.

4.2 Particulas de quitosano con y sin FITC-BSA preparadas
por microfluidica

Como se indico en la secciéon 3.3, el primer paso para la elaboracion del

dispositivo microfluidico consistié en la obtencion de la mascara con el disefio de

los microcanales. El disefio se realizé en AUTOCAD (Figura 30-a), donde en una

sola méascara se dibujaron 6 dispositivos de 200 pm de ancho, 22 mm de largo

(total) (Figura 30-b) y 8 mm de altura.

200
pm

Figura 30. a) Disefio de la méscara en AUTOCAD para un dispositivo en forma de Y
con tres entradas y una salida. b) Diagrama del dispositivo de PDMS con las

dimensiones de los microcanales.

En la figura 31-a se muestra una serie de 6 dispositivos obtenidos, los cuales
fueron cortados para obtener los dispositivos de manera individual, y perforados
a nivel de las entradas y salidas de los microcanales, como se muestra en la
figura 31-b. En la figura 31-c se muestra ya un dispositivo montado sobre el
equipo de microfluidica para primeramente ser validado ante fugas y taponeos
de los microcanales. Una vez validados, los dispositivos pueden ser utilizados

para la preparacion de particulas.

65



Figura 33. Dispositivo de PDMS adaptado al microscopio optico.
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Figura 34. Validacién del dispositivo con colorantes vegetales.

4.2.1 Caracterizacion de particulas de quitosano con y sin
FITC-BSA por microfluidica

En la figura 35 se muestran las particulas de quitosano sin FITC-BSA
obtenidas en los primeros 15 minutos, después de dejar correr el sistema por

media hora.

Figura 35. Particulas correspondientes a la muestra CS/PVA 1 observadas a a)
10000x y b) 50000x.

Se puede apreciar que se obtuvieron particulas con morfologias irregulares

(figura 35-a). En la figura 35-b se observa la presencia de pelicula y también
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aglomeracion de las particulas, las cuales presentaron un diametro inferior a 100
nm.

En la figura 36 se muestran las particulas de quitosano sin FITC-BSA
obtenidas durante el intervalo de los 15 a los 30 minutos después de dejar correr
el sistema por media hora.

Figura 36. Particulas correspondientes a la muestra CS/PVA 2 observadas a a)
5000x, b) 10000x y c) 50000x.

Se puede apreciar que presentan las mismas caracteristicas que la muestra
1, siempre y cuando los flujos se mantengan lo méas estables posibles.

En la figura 37 se muestran las particulas de quitosano con FITC-BSA
obtenidas en los primeros 15 minutos después de dejar correr el sistema por
media hora, manteniendo presiones constantes.
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Figura 37. Muestra CS/PVA/BSA 1 observada a a) 1000 y b) 5000x.

Si bien las condiciones de sintesis de estas particulas fueron diferentes a las
obtenidas sin FITC-BSA (debido a la inestabilidad de los flujos), se puede
apreciar que si se obtuvieron particulas de quitosano con FITC-BSA. En este
caso, se observé mayor cantidad de particulas. Ademas, se observaron dos
poblaciones, una de particulas de diametros micrométricos y otra de diametros
nanomeétricos.

En la figura 38 se muestran las particulas de quitosano con FITC-BSA
obtenidas durante el intervalo de los 15 a los 30 minutos después de dejar correr

el sistema por media hora.

Figura 38. Muestra CS/PVA/BSA 2 observada a a) 1000x y b) 5000 x.

Con respecto a la muestra anterior (figura 37), se observaron mas particulas

y un poco mas esféricas, igualmente de tamafios tanto nanométricos como
micrometricos.
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Figura 39. Muestra CS/PVA/BSA 3 observada a a) 1000x y b) 5000 x.

En este caso se pueden observar particulas mas pequefias y con cierta
aglomeracién, ademas se perdi6 el grado de esfericidad que habian adquirido,

muy probablemente debido a que hubo variacién de flujos aunque las presiones
se mantuvieron constantes.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se prepararon particulas de quitosano por dos métodos:
gelificacion iénica y microfluidica. Mas que realizar un estudio cuantitativo y
sistematico de las poblaciones de particulas obtenidas, este estudio se enfocé
en la factibilidad de ambos métodos para preparar las particulas. Ademas, se
incorporé en ellas una proteina que funciona como farmaco modelo: la albumina
de suero bovino conjugado de isotiocianato de fluoresceina (FITC-BSA).
Finalmente, se realizaron estudios preliminares de liberacion de la FITC-BSA de
sistemas compuestos donde las particulas de quitosano se incorporaron en
geles simples y multicapa.

De los resultados del estudio de la preparacion y caracterizacion de las
nanoparticulas de quitosano por gelificacion iénica y por microfluidica, se puede

concluir lo siguiente:

v Se demostré que con ambos métodos, gelificacion iénica y microfluidica, se
pueden preparar particulas de quitosano tanto en escala nanométrica como
micrometrica.

v' Los resultados obtenidos, para este caso, no son directamente comparables
debido a que por la técnica de microfluidica se agregé PVA como surfactante,
mientras que por la de gelificacién idnica no se usé surfactante.

v' Para los resultados obtenidos por la técnica de gelificacién idnica se observé
que a mayor velocidad de agitacion en el homogenizador, menor era el
diametro de las particulas obtenidas.

v Se prepararon también geles de gelatina y sandwiches Alg/Chi con las
particulas cargadas con FITC-BSA y se realizaron estudios de liberacion de
estas muestras, obteniendo mejores resultados en los experimentos
realizados a 37°C.

v" En los estudios de liberacién se observa que a las 2 horas y media ya se ha
liberado el 100% de la FITC-BSA tanto en los geles de gelatina como en los
sandwiches de Alg/Chi. Cabe sefalar que se descarté la posibilidad de que
el sistema liberara las nanoparticulas completas de quitosano con FITC-BSA:
se hicieron estudios de liberacién de las nanoparticulas solas (sin incorporar

en geles). En experimentos de duracién de hasta 7 dias ain no habia
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liberacion, con lo que se comprobé que en realidad lo que se liberaba en los
experimentos con geles eran las particulas con FITC-BSA y no la FITC-BSA

individual. Esto se representé en un esquema (Figura 40).
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Figura 40. Esquema de liberacion de la BSA con respecto al tiempo.

v En los experimentos llevados a cabo por la técnica de microfluidica se
encontré una gran distribucion de tamarios: particulas con diametros desde
70 nm hasta 3 pm. Es probable que esto se deba a caracteristicas inherentes

de los sistemas de control de flujo.

73



PERSPECTIVAS

Para ambos métodos se pueden optimizar los parametros de preparacion de

particulas, especificamente:

Para la técnica de gelificacion ionica:

> Se puede estudiar el efecto de la velocidad de agitacién en el UltraTurrax

sobre el tamafio de las particulas.
Para los estudios de liberacion:

» Usar como blanco soluciones con colageno, alginato, quitosano o
cualquier otro compuesto que pueda interferir en las absorbancias
medidas en el espectrofotometro, y asi asegurar que las absorbancias
obtenidas corresponden Unicamente al farmaco liberado.

Para la técnica de microfluidica:
» Seria conveniente realizar experimentos donde se pudiera controlar con

mayor precision los flujos.

Y

Se pueden variar ciertas condiciones como flujo y/o presion hasta obtener
mejores resultados en cuanto a tamafio y morfologia de las
nanoparticulas.

Para los dos métodos, también es necesario caracterizar de mejor manera la
poblacién de particulas: distribucion de tamarios y formas. Para ello se requiere
hacer una estadistica contando del orden de 500 particulas.
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