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RESUMEN

Las quemaduras en los seres vivientes son lesiones a los tejidos organicos
ocasionados por un agente que produce una variacién térmica local. Existen
diversos grados de quemaduras dependiendo de la extensién y la profundidad de la
lesién. En el caso de las quemaduras de mayor gravedad se realizan tratamientos
largos y dolorosos que se basan en el reemplazo de la piel dafiada por un
homoinjerto o heteroinjerto, complementado con el uso de diversos farmacos para
evitar el rechazo y las infecciones que puedan producirse por la exposicion de los

tejidos al ambiente.

Se conoce la biocompatibilidad del quitosano y su uso como matriz de liberacion de
farmacos, por lo que se estudié su obtencién a partir de quitina proveniente de la
concha caliza (pluma) del calamar gigante Dosidicus gigas. Dado que la
sulfadiazina de plata es un farmaco usado exitosamente en el tratamiento de
guemaduras, se prepararon peliculas de quitosano cargadas con este farmaco,
comprobandose la viabilidad del uso de este biopolimero para tal fin. Luego se
procedioé a estudiar la cinética de liberacion de la sulfadiazina de plata de peliculas
de quitosanos.

En la presente investigacion se estudid la cinética de liberacion de sulfadiazina de
plata en tres diferentes tipos de quitosanos: uno de uso comercial y dos preparados
en nuestros laboratorios. Se determinaron sus caracteristicas fisicoquimicas como
grado de desacetilacion y peso molecular, obteniéndose quitosanos de pesos
moleculares entre 170 — 490 kDa y grado de desacetilacion entre 85 — 90%. Las
peliculas desarrolladas fueron cargadas con dos diferentes concentraciones del
farmaco y liberados a un medio buffer fosfato de pH 9 que simula el ambiente de
una quemadura. Se determind que la liberacion del farmaco comienza con una

etapa de equilibrio con el medio, seguida de una liberacion controlada.

Todas las peliculas mostraron un comportamiento similar; sin embargo, la pelicula
preparada con el quitosano de peso molecular de 486,2 kDa y grado de
desacetilacion de 89,55% fue la que liberé el farmaco de forma sostenida por

tiempo mas prolongado y a una mayor concentracidon en comparacién con las otras.

Las peliculas preparadas con los polielectrolitos quitosano-alginato no fueron

homogéneas, observandose que el farmaco no fue cargado de manera efectiva.
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Esto se comprueba en el perfil de liberacion, siendo este de concentraciones mucho
menores que las halladas con peliculas de quitosano solo y por debajo del rango de
calibracion. Sin embargo, se obtienen mejores resultados con la pelicula hecha de
quitosano Q12 y alginato con una concentracion maxima de 0,035 mg/L a la media
hora de liberacién y reduciendo su liberacion hasta 0,00024 mg/L a las 23 horas,
mientras que con quitosano Q13 se obtuvo a las 23 horas una liberacion fuera del
rango. Esta diferencia viene dada por la mayor interaccion del quitosano Q12 de

menor peso molecular con el alginato, dando una interaccién mayor con el farmaco.

Ademas, para poder comparar la efectividad de las peliculas, se realizé la liberacién
del farmaco desde una crema comercial de sulfadiazina al 1%. Se observé que, si
bien la crema comercial libera el farmaco de forma sostenida, la concentracion es
mucho mayor, llegando a niveles de 0,089 mg/L a las 23 horas de liberacién,
mientras que las peliculas de quitosano pueden liberar 0,031 mg/L en el mismo
tiempo. En consecuencia, existe la posibilidad de envenenamiento por grandes
concentraciones de iones plata en sangre y tejidos, lo que puede ser evitado con el
uso de los apoésitos de quitosano.
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Below the thunders of the upper deep,

Far far beneath in the abysmal sea,

His ancient, dreamless, uninvaded sleep
The Kraken sleepeth: faintest sunlights flee
About his shadowy sides: above him swell
Huge sponges of millennial growth and height;
And far away into the sickly light,

From many a wondrous grot and secret cell
Unnumbered and enormous polypi

Winnow with giant fins the slumbering green.
There hath he lain for ages and will lie
Battening upon huge seaworms in his sleep,
Until the latter fire shall heat the deep;

Then once by men and angels to be seen,

In roaring he shall rise and on the surface die.

“The Kraken’, Lord Alfred Tennyson
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1. INTRODUCCION

1.1. La piel

La piel viene a ser la primera barrera de proteccion y de enlace con el medio
ambiente para los seres vivos. Es también, una de las formas de expresion de
sensaciones y enfermedades porgue posee intima relacidon con los 6rganos
internos, de tal manera que las enfermedades de estos pueden manifestarse a

través de la piel como Ulceras y quemaduras.

Es el 6rgano de mayor tamafio con una extension de aproximadamente 2 m? y un
peso de 4 a 5 kg en una persona adulta promedio y su grosor varia de acuerdo a
los 6rganos que cubre. Ademas de su funcion protectora ante cambios de
temperatura, microorganismos y radiacion, ayuda a equilibrar el contenido de agua,

electrolitos y temperatura.

Se encuentra conformada por tres capas [1]: epidermis, dermis y subcutis o
hipodermis.

La epidermis es la capa mas externa de la piel, formada en su mayoria por
queratinocitos, proteinas de alta resistencia ante cambios de pH y temperatura
ubicados en la capa mas externa de la epidermis denominada estrato cérneo [2];
melanocitos, que producen la melanina que protege de los rayos ultravioleta y
brinda pigmentacion a la piel; células de Langerhans, que forman parte del sistema
inmunoldgico del cuerpo y las células de Merkel que se enlazan con las
terminaciones nerviosas y son responsables del sentido del tacto. La epidermis
tiene una renovacion permanente y es reemplazada cada tres semanas

aproximadamente.

La dermis o capa intermedia es la que sirve de soporte y da elasticidad a la piel.
Estad conformada por fibroblastos que sirven para la sintesis de colageno;
macrofagos que realizan la fagocitosis; linfocitos responsables de las reacciones
inmunes; mastocitos que estan conformados por histamina, heparina y serotonina

(compuestos responsables de los procesos inflamatorios) y células plasmaticas.

Tanto la epidermis como la dermis tienen una funcién en comdn en la regeneracion
y curacién de heridas y de defensa mediante respuestas inflamatorias.
1
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El subcutis o hipodermis es la capa de anclaje de la piel, fijando sus fibras a la
dermis dandole soporte y movilidad a la piel; también se encuentra gran cantidad de
terminaciones nerviosas. Estd conformada por tejido adiposo que cumple las
funciones de aislante, como reserva de energia y amortiguador de impactos.

Otros elementos importantes de la piel son: el pelo que cumple una funcion
protectora; las glandulas sebaceas que ayudan a lubricar la piel y a preservar su
cubierta hidrolipidica; y las glandulas sudoriparas que ayudan a equilibrar la

temperatura corporal [3].

Pelo

Glandula Sebacea

La Piel

Terminal Nervioso
- Epidermis
| ~Nermvio

- Dermis

| Tejido subcutaneo

Capilares

b
iol
" . Musculo \ ing
Glandula sudoripara Grasa, colageno, fibroblastos

Figura 1. Estructura de la piel [4]

Las laceraciones por enfermedades y las heridas por quemaduras resultan dificiles
de sanar porque implican pérdida de piel, exponiendo a los érganos internos a la
pérdida de humedad y contaminacion aerdbica que conducen a infecciones y

sepsis.
1.2. Quemaduras

Las quemaduras son lesiones en los tejidos organicos ocasionados por un agente
gue produce una variacion térmica local. Pueden ser distinguidas de acuerdo a su

origen y mecanismo de produccién como [5]:

- Quemaduras Térmicas: debido al contacto de fuego directo, escaldaduras, por

liquidos o por frio extremo durante un largo periodo.
2
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- Quemaduras Eléctricas: por descargas eléctricas de alto y bajo voltaje de forma

directa, por arco eléctrico o por efecto de rayos de tormentas.

- Quemaduras por Radiacién: principalmente ocasionadas por radiacion UV y

otros radiaciones ionizantes.

Las quemaduras se clasifican de acuerdo a su profundidad y extension [6]; es

necesaria una identificacion adecuada para poder realizar un tratamiento 6ptimo. La

profundidad tiene una relacién directa con el tiempo de curacion y el desarrollo de

algun tipo de secuela, sea fisica o psicoldgica.

- Quemaduras de primer grado o superficiales: afectan a la epidermis.

- Quemaduras de segundo grado: subdivididas en grosor parcial superficial que

afectan la capa externa de la epidermis y grosor parcial profundo afectando la

epidermis, pudiendo llegar hasta la dermis.

- Quemaduras de tercer grado o de grosor total: en donde la destruccion de la

epidermis y la dermis es total, llegando a afectar las terminaciones nerviosas,

musculos y huesos.

En la tabla 1 se lista la apariencia, sintomas y tiempo de curacion para cada una de

las diferentes tipos de quemaduras.

Tabla 1. Clasificacion de las quemaduras segun la profundidad [6].

Grado Aspecto Clinica Evolucién

Superficiales Rojas, secas, Dolor. Curacion 3 - 6 dias.
blanquean a la Sin secuelas.
presion.

Grosor parcial Ampollas, rojas y Dolor y

superficial exudativas, sensibilidad a la
blanquean a la temperatura.
presion.

Grosor parcial  Ampollas, himedas Sensibilidad a la

profundo o0 secas. Color presién. No dolor.

variable. No
blanquean.
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Blancas, céreas o No sensibilidad. No curan si > 2%
carbonaceas. SCQ*. Riesgo severo
Secas y con escara. de contractura.

Grosor total

*SCQ: Superficie Corporal Quemada

En el Perd, no se tienen estudios sobre el nUmero de personas afectadas por
guemaduras. Los datos obtenidos se refieren a la cantidad de personas que por la

gravedad de las quemaduras fueron hospitalizadas.

De acuerdo a las estadisticas brindadas por la Asociacion de Ayuda al Nifio
Quemado (ANIQUEM), en el afio 2008 se atendieron 36,420 pacientes en los
hospitales y centros de atencion del Ministerio de Salud (MINSA), de los cuales el
44% fueron niflos menores de 9 afios, 18% son jovenes de 10 a 19 afios, 31% son

adultos de 20 a 59 afios y 7% son adultos mayores de 60 afios [7].

1.2.1. Efectos de las quemaduras

El efecto inmediato sobre la piel por el incremento brusco de temperatura es la
desnaturalizacion de proteinas. Al destruirse la piel, la velocidad de pérdida de agua
aumenta a 100 cc/m?hora, siendo el volumen de pérdida normal de 15 a 21
cc/m?hora. El alto calor especifico de la piel y su baja conduccién hacen que la
pérdida de calor sea lenta, por lo que, a pesar de que se elimine el agente que

causa la quemadura, el calor aun presente hace que el dafio continte.

Hay un aumento de catecolaminas que provoca un aumento en la actividad
metabdlica y el consumo de oxigeno aumenta. Al producirse la muerte de tejidos
hay una reaccion inmunolégica general, que favorece la produccién de radicales
libres de oxigeno, radicales hidroxilo, peréxidos de hidrégeno producidos por los
leucocitos, produciendo la inflamacién general, dafio en la matriz celular, inicio del
metabolismo de &cido araquidonico e impidiendo la actividad fagocitica de los

macrofagos [8].

Durante el desarrollo de la quemadura, las bacterias comunmente situadas en los
foliculos pilosos y glandulas sebaceas pueden sobrevivir. Estas son en su mayoria
del tipo gram positivo (Staphylococcus aureus, Enterobacter spp). A medida que
pasa el tiempo y el organismo esta expuesto al medio ambiente, las bacterias tipo
gram negativo (Pseudomona aureginosa, Klebsiella, S. Epidermidis, E. Coli,

4
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Proteusspp, Citrobacter) ingresan en la herida, pudiendo llegar a la piel sana o al
torrente sanguineo, siendo la mas comun y abundante la Pseudomona aeruginosa.
Estas bacterias tienen un factor de virulencia mayor que las gram positivas, pues
poseen endotoxinas y exotoxinas, enzimas proteoliticas, polisacaridos
extracelulares, que les dan una capacidad de sobrevivencia dentro del huésped,
ademdas de poseer una resistencia a los antibiéticos intrinseca y adquirida que
puede producir efectos adversos en el paciente durante la aplicacion de

medicamentos [9].

La presencia de hongos también ha sido observada, preferentemente del tipo de

candidas (Torulopsis, Aspergillus, Mucoraceae, Zigomicetos Criptococcus)

Otra caracteristica de las quemaduras es la variacion del pH de la piel. En una piel
sana, el pH suele ser 5,5 dandole una caracteristica ligeramente acida, pues la
mayoria de las bacterias sobreviven a pH neutro. En cambio en una piel quemada,
la pérdida de electrolitos, enzimas y la exposicion al ambiente hacen que este pH
varie. Osti y col. realizaron un estudio de la variacion del pH en piel quemada desde
el inicio de la quemadura hasta la regeneracion del epitelio utilizando diversos
farmacos topicos. Concluyeron que, en una etapa inicial, la piel tiene un pH alcalino
entre 8 y 8,5 aumentando en el tiempo desde 9,5 a 10,5 hasta el cuarto dia, sin
importar el tipo de tratamiento que se diera, probablemente por la produccién del
organismo de sustancias de barrera. Luego durante el proceso de regeneracion
empieza a decrecer hasta que la piel es nuevamente regenerada y el pH se
estabiliza en 5,5 [10].

1.2.2. Tratamiento de las lesiones

Cuando el paciente es estabilizado y se ha valorado la extensién de la quemadura,
se procede a enfocar el tratamiento en la disminucién de infecciones y limitar la
formacion de cicatrices. El tratamiento se inicia con una limpieza profunda de la
guemadura para poder realizar el desbridamiento del tejido necrético y ampollas.
Para evitar la proliferacion de bacterias y hongos se continta con la
guimioprofilaxis, que consiste en la aplicacién de farmacos por via topica, los cuales

poseen propiedades antibidticas y antiinflamatorias.

Entre los farmacos mas utilizados se encuentra sulfadiazina de plata, nitrofurazona
y plata nanocristalina. Para que la curacién sea exitosa, se debe aplicar estos
5
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farmacos continuamente, de preferencia se utiliza ademas un vendaje para proteger
la herida y absorber los exudados. En general, la sulfadiazina de plata en crema al
1% es bacteriostética, posee actividad contra bacterias gram negativas y gram
positivas, a diferencia de la nitrofurazona que no es activa contra Pseudomonas
aeruginosa y su uso es doloroso para el paciente. En el caso de la plata
nanocristalina, el efecto es similar al de la sulfadiazina pero prolongado, ademés de

ser un medicamento mucho mas caro.

La aplicacion topica de farmacos ha sido utilizada frecuentemente como agentes de
prevencién de infecciones. Para poder utilizar estos farmacos de forma eficiente se
requiere de un método que facilite la penetracion del farmaco y permita que su
aplicacion sea mas especifica para evitar concentraciones elevadas que puedan

ocasionar efectos toxicos en el paciente [11].

Para quemaduras muy extensas o profundas, el tiempo de regeneraciéon de la piel
es largo, por lo que es necesario, en la mayoria de casos, un procedimiento
quirargico y aplicacion de injertos que favoreceran la disminucion del dolor, control
en la pérdida de liquidos y previenen infecciones. Estos injertos pueden ser
homoinjertos o aloinjertos, que provienen del mismo paciente, de un donante o de
tejidos cadavéricos y los del tipo de heteroinjertos provienen de piel cultivada

artificialmente o son de piel de animales llamadas también xenoinjertos.

Entre los homoinjertos, el injerto generado por el mismo paciente es el ideal, ya que
no hay riesgo a rechazo, lo que puede ocurrir con un injerto de donante o de tejido

cadavérico; este Ultimo es mas costoso y de menor vida media.

Los heteroinjertos pueden ser laminas transparentes o apdsitos especiales que
ayudan a la cicatrizaciobn y a proteger al organismo del medio ambiente. No
obstante, pueden no ser tolerados en pacientes alérgicos a algunos polimeros,

heridas infectadas o quemaduras de tercer grado [12].

Los xenoinjertos, por otro lado, son utilizados por ser mas econdémicos; se pueden
tener en cantidades suficientes para areas grandes de quemaduras y tienen una
adherencia similar a la de un homoinjerto. Lo mas utilizado es la piel liofilizada de
cerdo, que al ser tratada tiene mayor capacidad de compatibilidad con el paciente.
Sin embargo, se prefiere utilizar como soporte de homoinjertos y en quemaduras de
SCQ menores de 30% [13].
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En todos los casos es necesaria la aplicacion de vendajes para la proteccion de la

nueva piel como soporte mecanico.

1.3. Sulfadiazina de plata

La sulfadiazina de plata (SDAgQ), 4-amino-N-2-pirimidilbencensulfonamida-
monoargénica (Figura 2), es una sulfonamida producida al reaccionar sulfadiazina

con nitrato de plata. Este farmaco es utilizado generalmente en el tratamiento de

quemaduras por su facil aplicacién, amplio espectro de accion y bajo costo.

HN

SinGni Sulfadiazina de plata,

inébnimo - e
Sulfadiazina argéntica

Formula

Molecular C10HoAGN.O2S

Peso Molecular |357,14 g/mol

Propiedades Sélido blanco, insoluble en

agua helada

Figura 2. Caracteristicas de la sulfadiazina de plata [14].

1.3.1. Propiedades

La sulfadiazina de plata, a diferencia de otras sulfonamidas, posee dos mecanismos
de acciéon, promovidos por el i6n plata contenido en su estructura y por la
sulfadiazina por acciones individuales o en forma sinérgica [15].

Nesbitt y Sandmann [16], sugieren que el ion plata se enlaza con el ADN
bacteriano reemplazando los enlaces de hidrégeno de los 4tomos de nitrégeno
adyacentes de purinas (adenina o guanina) y pirimidinas (timina y citosina). El
enlace N-H es mas débil que el enlace N-Ag, produciendo una falla en la replicacién
del ADN bacteriano. Por la concentracion de iones plata en los medicamentos
actuales, la selectividad por las bacterias es alta, aunque, si el tratamiento es largo,
se deben realizar andlisis de sangre continuos para monitorear la concentracioén en

el paciente.

Asimismo, la sulfonamida asociada interviene en la sintesis de &cido folico como
inhibidor competitivo con el acido p-aminobenzoico al poseer una estructura similar.
7
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Inhibe ademas a la dihidroteroato sintetasa, responsable del precursor del acido
félico. Tiene una accion mas selectiva que el i6n plata, ya que las células
eucaridticas no sintetizan el &cido félico, sino que lo toman de los alimentos. Las
bacterias, por el contrario, necesitan sintetizar el acido félico, por lo que son muy
sensibles al ataque de la sulfonamida [17]. A diferencia de la plata, la sulfonamida
es de rgpida absorcién y es desechada del organismo por medio de la orina.

La sulfadiazina de plata es bactericida de un amplio rango de bacterias gram
positivas y gram negativas, incluyendo las Pseudomonas aureginosa, S. aureus, A.
Aerogenes y Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. También sirve de
fungicida para hongos tipo céandida como inhibidor de la actividad de la
fosfomanosaisomerasa, responsable del desarrollo de la pared celular de la
candida. Aunque no posee selectividad entre células fungicas o de mamiferos, se
pueden introducir compuestos que pueden ser enlazados en la enzima y pueda dar

la selectividad requerida [18]

Su aplicaciébn mas comun es como antiséptico en quemaduras en el tratamiento de

emergencia, durante el desbridamiento y también es aplicada en Ulceras varicosas.

1.3.2. Efectos adversos

En bajas concentraciones no se presentan reacciones importantes, si bien la
sulfadiazina de plata no ha sido reconocida como alérgeno, si se tiene evidencia
gue los excipientes que sirven como vehiculo de la sulfadiazina han ocasionado
hipersensibilidad, por lo que es importante encontrar una nueva matriz que pueda

ser utilizada con el farmaco y no presente efectos adversos [19]

En quemaduras extensas (superficie corporal mayor al 20%) su aplicacion puede
provocar leucopenia transitoria, observandose una disminucién de leucocitos,
discrasias sanguineas, reacciones alérgicas como erupciones cutaneas y prurito.
Las altas concentraciones de iones plata debido al tratamiento pueden ocasionar
argiria provocando una coloracion gris azulada en la piel y otros 6rganos aunque es

inusual [20].

Debe evitarse su aplicacién durante el embarazo, en recién nacidos y en pacientes

con alergias a las sulfas. [21]
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1.4. Matrices poliméricas

Las matrices o soportes son compuestos de polimeros naturales o sintéticos, que
proporcionan una herramienta apropiada para el desarrollo de formas mas efectivas
de aplicacion de farmacos. La propiedad mas importante de estas matrices es su
coeficiente de difusién. De acuerdo a esta caracteristica se pueden determinar
concentraciones de farmacos apropiados, de manera sostenida y por un tiempo

prolongado [22].

Ademas de su aplicacion en el area médica como tabletas, implantes y como
parches transdérmicos, se ha utilizado en la agricultura como matriz de liberacién
de agroquimicos, disminuyendo asi el volumen de pesticidas y fertilizantes

utilizados y aumentando el tiempo de eficacia del agente activo [23].

Dado que dentro de la epidermis, el estrato corneo es la mayor barrera de
penetracion de la piel, se estudiaron diversas drogas encontrando que varias de
ellas eran permeables a él. En 1979 fue aprobado el primer parche transdérmico
por la United States Food and Drug Administration (US-FDA) [24] y actualmente
existen diversos farmacos que son administrados por este método, con multiples

ventajas, tales como:

liberacion controlada y estable,

- duracion prolongada de contacto del farmaco con la herida,

- aumento del intervalo de aplicacion de las siguientes dosis, disminuyendo la
probabilidad de reacciones adversas,

- facil aplicacion y comodidad para el paciente.

Se debe tener en cuenta las caracteristicas del farmaco que se desea administrar,
siendo las principales: bajo peso molecular (< 500 kDa), liposolubles para que
puedan atravesar la bicapa lipidica de la epidermis, ser efectivos en bajas

concentraciones (miligramos) y no causar irritacion a la piel [25].

La matriz utilizada para la liberacion del farmaco también debe tener ciertas
caracteristicas tales como: ser flexible, hemostatica, compatible con la piel,
permeable, liberar en forma constante el farmaco y ser compatible con el mismo sin

llegar a formar enlaces fuertes que impidan su liberacién.
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Asimismo, existen factores inherentes del paciente por los cuales el mecanismo de

difusion puede verse alterado como: pH, temperatura y estado de hidratacion [26].

1.5. Quitina y quitosano

La quitina, poli [B — (1->4) — 2 — acetamida — 2 — desoxi — D — glucopiranosa]
(Figura 3a) existe en la Tierra desde hace mas de 570 millones de afos, y se halla
en los exoesqueletos de artrépodos fosiles como los trilobites [27]. La quitina,
segundo biopolimero en abundancia luego de la celulosa, es un compuesto de alto
peso molecular de color blanco, duro e inelastico; se encuentra en los
exoesqueletos de insectos, crustaceos y aracnidos siendo la mayor fuente de
obtencion de este polimero a través de desechos de la actividad pesquera. Esta
constituido por unidades monoméricas de N-acetilglucosamina, estructuralmente
similar a la celulosa (Figura 3b), con una modificacion en la posicion C-2 donde
posee un grupo acetamido. Los enlaces glicosidicos son estables en un medio
basico pero, en presencia de acidos, la quitina es degradada en oligbmeros y

mondémeros.

NH OH
» o% 1o 0 Ho
NH HO © o

Figura 3. Estructuras de quitina (a) y celulosa (b).

El quitosano, es un polisacarido cationico derivado de la quitina, posee dos
subunidades [B-(1->4)-2-desoxi-2-amino-D-glucopiranosa] y [B-(1->4)-2-desoxi-2-
acetamido-D-glucopiranosa] [28]. Se encuentra de forma nhatural en algunos hongos
del orden de los Mucorales géneros Mucor, Absidia y especies de Rhizopus,
ademas de estar presente en el Lentinulaedodes o shiitake [29], que es consumido
en Japon, Corea, Taiwan y China. Los estipites del shiitake son descartados y es
donde se encuentra el biopolimero. Actualmente se estudian intensamente las

propiedades de esta fuente [30].
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El quitosano se obtiene principalmente de la desacetilacion parcial de la quitina [31]
donde el grupo acetamido en el C-2 por desacetilacion se convierte en un grupo
amino. El quitosano es el unico polisacérido natural de carécter cationico; sus
caracteristicas y propiedades pueden variar dependiendo de la longitud de las
cadenas y del grado de desacetilacion.

CH,

OH oL
NH
1o 0 go
HO Ie}
NH,
OH

Figura 4. Estructura del quitosano

En el presente estudio se utilizé quitina proveniente del molusco Dosidicus gigas,
llamado cominmente calamar gigante o pota. Este molusco esta distribuido en el
océano Pacifico desde México hasta Chile, siendo la mayor area de concentracion
las costas de México y Perl. En el pais, la pota se encuentra concentrada en el
norte, en Tumbes, Talara y Paita. La extraccion de esta especie se produce de

forma artesanal y a nivel industrial.

En el afio 2011 la pota fue la especie mas aprovechada por la industria pesquera,
realizando un desembarque aproximado de 396 mil toneladas, produciéndose un
aumento del 11% con respecto al afio 2010, aprovechado como congelado,
enlatado, curado o fresco. Ademas, fue la especie con mayor demanda de
exportacion como congelado, con un 47% del mercado cuyos destinos fueron
Estados Unidos, China, Espafia, Francia, Corea del Sur y Japon [32]. Para el afio
2012, el Ministerio de la Produccién ha establecido como limite maximo la pesca de
500 mil toneladas de pota [33].

En el proceso de limpieza y corte de la pota, en la pesca artesanal, se desechan en
altamar o de manera informal las partes quitinosas conocidas como pluma de pota;
en el caso de la pesca industrial, lo disponen como residuo sélido sin un tratamiento

previo.
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1.5.1. Obtencién

La quitina se encuentra en sus fuentes naturales asociada a proteinas, pigmentos y
sales inorganicas por lo que, para ser utlizada, deben ser separados estos
compuestos. Se realizan los procesos de desmineralizacion, desproteinizacion,

decoloracién y desacetilacién obteniéndose quitosano después de estos pasos.

La desproteinizacibn se realiza en medio alcalino, cominmente NaOH, a
temperaturas entre 65 a 100 °C durante 1 hora a 24 horas. La quitina se observa
entonces como un sélido de color blanco amarillento y la solucién extractora posee
un color anaranjado debido a la presencia de proteinas y colorantes extraidos. Las
grasas y colorantes presentes en la solucién pueden ser recuperados en medio
neutro y procesados para utilizarlas en acuicultura como suplemento nutricional
[34].

Luego de separar la quitina se procede a la desmineralizacion. Esta se realiza en
medio acido donde los minerales de la matriz quitinosa son separados de la

quitina y finalmente por neutralizacion se obtiene la quitina libre.

Para la obtencion de quitosano, nuevamente se hace reaccionar la quitina con
NaOH en concentraciones muy altas, para promover la hidrolisis del grupo
acetamida de la quitina a temperaturas de 80 °C a 120 °C [35].

En este Ultimo proceso, la desacetilacion no se completa, por ello es que el
quitosano posee dos diferentes subunidades, unas desacetiladas y otras no. El
porcentaje de desacetilacion puede variar dependiendo de la concentracion de

NaOH y de la duracion del proceso, entre otros factores.

En el caso de la quitina proveniente de pota, posee muy baja cantidad de
colorantes y proteinas, facilitando la obtencion de quitosano que resulta mas limpio
gue el obtenido de otras fuentes. El quitosano de pota practicamente no posee
proteinas reduciendo por esto la posibilidad alérgica, mostrando ademas excelente

biocompatibilidad, que lo hace ideal para aplicaciones médicas [36].
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1.5.2. Propiedades y aplicaciones

El quitosano al ser un biopolimero, posee alto peso molecular y su estructura lineal
le confiere propiedades Unicas, para poder ser utilizado como matriz o como

copolimero en entrecruzamientos con polimeros anionicos [37].

Es insoluble en pH alcalino y neutro, se disuelve en solventes acidos. En este
proceso se protona el grupo amino generandose por ello un polimero de tipo

polielectrolito catidnico.

El quitosano puede ser utilizado como sélido, en solucién, en forma de peliculas,

esponjas, fibras y geles.

El grado de desacetilacion define sus propiedades fisicoquimicas tales como
viscosidad, solubilidad, biodegradabilidad, hinchamiento y biocompatibilidad. Otras
propiedades importantes son: alta capacidad de adsorcion, actividad
hipocolesterolémica, hemostatica, antibacterial y antiulcerante [38].

El estudio de las diversas propiedades de quitina y quitosano han hecho de estos,
materiales promisorios en diversos campos, como la agricultura, alimentacion,

cosmeética, control ambiental y medicina [39].

En el afio 2001, el quitosano fue reconocido como sustancia GRAS (Generally
Recognized as Safe) [40] en Corea, Japén y Estados Unidos. Es utilizado como
mejorador de la textura de los alimentos, por sus propiedades emulsificantes, y
gelificantes; como preservante de alimentos por ser antibacteriano y antifungico,
como clarificador de vinos y bebidas en general por su propiedad estabilizadora de
color [41,42]. Es afadido en diversos alimentos, como los fideos y las galletas, por

su propiedad hipocolesterolémica [43].

En la agricultura cumple funciones de recubrimiento de semillas para la proteccion
ante agentes microbianos y mejoramiento de la germinacién. El quitosano también
es utilizado como preservante en verduras y frutas, retrasando la maduracion y
protegiéndolos del ataque de hongos y bacterias. Es también utilizado en

agricultura como matriz de liberacién de fertilizantes y pesticidas [44].
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Para el tratamiento de aguas, como agente floculante y coagulante en la remocion
de residuos organicos, surfactantes, entre otros. Su caracter cationico le permite
capturar compuestos anionicos, también es un candidato ideal para la remocion de

iones metdlicos en efluentes mineros [45].

El quitosano es soluble en &cidos y compatible con la piel, puede ser utilizado en la
formulaciéon de cremas, lociones y en esmaltes para ufias, creando una barrera

contra la radiacién ultravioleta y la deshidratacion de la piel [46].

Dentro de la industria farmacéutica es utilizado como polimero de recubrimiento y
por su propiedad anticolesterolémica para la fabricacién de productos dietéticos.
Puede ser utilizado como matriz de liberaciéon de farmacos, en forma de geles o en

forma sélida para la administracion por via oral [47].

En el area biomédica, el quitosano posee caracteristicas ideales para la elaboracion
de lentes de contacto: biocompatibilidad, estabilidad mecéanica, permeabilidad y por

permitir una correccion éptica conveniente [48].

Es utilizado como aditivo en pastas dentales y chicles por su efecto bactericida
previniendo la presencia de Streptococcus mutans responsable del desarrollo de
caries dentales [49].

Por su histocompatibilidad y permeabilidad es usado en vendajes [50], cremas para
heridas y Ulceras, hilos de sutura, implantes para regeneracion de tejido conjuntivo

y huesos, también en ortopedia [51].

1.5.3. Peliculas de quitosano

La propiedad filmogénica del quitosano permite a las peliculas de este material,
funcionar en medicina como barreras entre las heridas y el ambiente por los
factores siguientes: alta compatibilidad, gran estabilidad durante el tiempo de
contacto, propiedades mecanicas adecuadas, biodegradabilidad y capacidad de
permeabilidad. Las peliculas de quitosanos pueden ser cargadas con
medicamentos que, al aplicarse sobre heridas, las protegeran contra los procesos
de deshidratacién, infeccién y favoreceran que la herida entre en contacto

permanente con el medicamento que se liberara de forma controlada [52].
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Otra de las propiedades que resulta de alto interés es la capacidad regenerativa
de tejidos sobre las superficies en contacto con estas peliculas, teniendo ademas
la ventaja de que la adherencia es leve y se permite el retiro del apdsito y la
conservacion del nuevo epitelio sobre la herida [53,54].

1.6. Alginato

Es un polisacéarido conformado por monémeros de acido D-manurdnico (grupo M) y
L-gulurénico (grupo G) mediante un enlace 1—4 pudiendo observarse secuencias
de un solo monémero o de ambos de forma intercalada como indica la Figura 5
[55]. Es un polimero natural que se encuentra en mayor cantidad en las algas
pardas de la familia de las Phaeophyceae, como las Macrocystis pyrifera o sargazo
que abundan en América del Norte, América del Sur (desde Lima hasta el Cabo de
Hornos) [56], Sudafrica y Nueva Zelanda; otras algas importantes son la Laminaria

hyperborea, Laminaria digitata y Ascophyllum nodosum.

OH
i -00C OH 1
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O -0
---O ~OH O-..
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a-L-gulunorato 3-D-manuronato

Figura 5. Grupos de alginato

La propiedad gelificante del alginato viene dada por la afinidad con diversos iones,
relacionado con la cantidad de bloques compuestos por grupos G [57]. Este
biopolimero es utilizado ampliamente, como fijador del color en las tintas para

impresion [58] y en el area de alimentos y farmacia.

Se conoce que el alginato de sodio en grandes cantidades no tiene efectos
adversos en la digestion [59]. Es utilizado como aditivo en salsas [60] y helados
[61]. Actualmente, es utilizado de forma amplia en la gastronomia, y de forma
particular en la llamada cocina molecular [62]. También es conocida su aplicacion
en farmacia, como excipiente en formulaciones de cremas gelificantes y como

transportador de farmacos en liberacion controlada [63, 64].
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Las peliculas conformadas por quitosano y alginato son complejos polielectrolitos
enlazados por interacciones i6nicas producidas por la interaccion de los grupos
aminoprotonados del quitosano con un polimero aniénico como alginato que posee
grupos carboxilicos, formando asi un complejo polielectrolito con fuertes
interacciones couldmbicas que ayudan al agregado de compuestos ionicos [65]. El
quitosano por sus propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad y actividad
antibacteriana y el alginato, un polisacéarido utilizado como gelificante, estabilizante
y recubrimiento en proteccion de heridas, conforman un complejo polielectrolito
ideales para la aplicacién farmacéutica como apdsitos y como matriz polimérica de

liberacion controlada de farmacos [66].

1.7. Estudio de liberacion de farmacos

En una matriz polimérica cargada, la velocidad de liberacion del farmaco es
importante para determinar la concentracibn que el paciente recibird en un
determinado periodo de tiempo; de ser esta mayor a la necesaria podria ocasionar

una intoxicacion; si fuese menor, el farmaco seria ineficaz [67].

Para formas topicas como geles o cremas se puede utilizar un modelo simple de
difusion, colocandolas directamente sobre el fluido donde se difunde. Para matrices
poliméricas se emplean métodos de liberacion de canastilla, determinados por la
United States Pharmacopeia (USP) [68].

El modelo matematico mas usado para matrices solidas o semisdlidas es el
desarrollado por Higuchi teniendo como requisito que la solubilidad del farmaco en
el medio haya sido comprobada. Este modelo esta basado en la Ley de Fick,

empleando la denominada Ecuacién Simplificada de Higuchi [69]:

N| =

Q=K,t

donde: Q: cantidad de farmaco liberado
Ky: constante de disolucion de Higuchi

t: tiempo
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Equipos

Reactor piloto de 75 litros de acero inoxidable AlSI 316L de 2mm de espesor con
agitador tipo ancla de 5 kW de potencia.

Espectrofotémetro UV visible Perkin Elmer Lambda 2.

Espectrémetro RMN Bruker modelo ARX 300.

Equipo de filtracién Sartorius modelo SM16249 con filtro 0.45um.

Balanza analitica Sartorius 200 g £ 0,0001 g

DisolutorTester VK 7020.

Liofilizador modelo LyphLock Labconco.

Estufa universal Memmert modelo GMBH.

Termostato Kotterman.

Elemento filtrante NMO 50 AGF, marca EATON, de 50 um de tamafio de poro.

2.2. Reactivos

Acido acético glacial grado p. a. (Merck, Alemania).

Hidroxido de sodio pa. (J.T. Baker).

Acido clorhidrico p.a. (J.T. Baker).

Acido lactico 88-90% (Scharlau Chemie, Alemania).
Sulfadiazina de plata al 98% (Sigma-Aldrich Inc.)

Alginato de sodio de viscosidad media, con proporcién M/G de 1,56 y viscosidad =
2,0 cP (Sigma Aldrich Inc.)

Cloruro de sodio p.a. (J.T. Baker).

Cloruro de potasio p.a. (J.T. Baker).

Fosfato disédico p.a. (J.T. Baker).

Fosfato de potasio p.a.(J.T. Baker).

Agua deuterada 99,9% D (Sigma-Aldrich).

Crema de sulfadiazina de plata al 1% (Laboratorios MEDCO).
Quitosano comercial con 7,5% Humedad y GD de 80% (Merck)
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2.3. Metodologia

2.3.1. Obtencion de quitosano

Como materia prima se utilizé plumas de Dosidicus gigas (Calamar Gigante o Pota)
picadas y congeladas las cuales pasaron por los procesos de desproteinizacion
(DP) y desacetilacion (DA). Se obtuvieron dos diferentes tipos de quitosano de

acuerdo a las variaciones que se realizaron en el proceso de desacetilacion.

En el caso del quitosano comercial, se utilizé directamente, conociendo su grado

de desacetilacion.

2.3.2. Desproteinizacion

Después de descongelar los restos de pluma de pota trozada, se colocaron dentro
del reactor piloto de 75 L de la PUCP y se adicioné una solucién de NaOH al 10%
w/v en relacion 1:15 (kg pluma de pota: solucion NaOH). La reaccion procede
durante un periodo de 90 minutos con temperaturas entre 50 °C a 70 °C con una
velocidad de agitacion de 125 rpm.

El sélido es filtrado y lavado con agua hasta alcanzar el pH del agua de lavado. La

solucion alcalina es colectada para ser utilizada en otros procesos.

2.3.3. Desacetilaciéon

La quitina desproteinizada es nuevamente tratada con una solucion de NaOH mas
concentrada (50 %) a 100 °C durante 1 a 6 horas. El quitosano fue filtrado y lavado
hasta pH neutro y se secoO a temperatura ambiente. Al variar el tiempo de reaccion

se obtienen quitosanos de diversos grados de desacetilacion.

Los parametros utilizados en los procesos anteriormente descritos se presentan en
la tabla 2:
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Tabla 2. Condiciones empleadas para la obtencion del quitosano

Condiciones de Desproteinizacion
Materia Prima | [NaOH] % Tiempo (min) Rel/?;:vién Temperatura
Pluma de pota 10 90 1:15 60 °C
Condiciones de Desacetilacion
Qno. obtenido | [NaOH] % Tiempo (min) Rei/?;:vién Temperatura
Muestra Q12 50 2 etapﬁﬁnde 180 1:15 100 °C
Muestra Q13 50 360 1:15 100 °C

2.3.4. Purificacion de quitosano

El quitosano fue disuelto en una solucion de acido acético 1% v/v la cual se
microfiltré (equipo de filtracién 0,45 um Sartorius) para desechar las impurezas
presentes y el quitosano fue precipitado con una solucién de NaOH 1M hasta pH 9
observandose la aparicion de un soélido blanco. El quitosano purificado fue
percolado sobre mallas (elemento filtrante NMO 50 AGF), congelado y secado por

liofilizacion.

2.4. Caracterizaciéon de quitosanos

Se evaluaron parametros fisicoquimicos para identificar el quitosano resultante. En
las muestras de quitosano purificadas se analiz6 el grado de desacetilacion y se
determiné el contenido de cenizas, humedad, densidad, viscosidad, peso molecular

y contenido de nitrégeno.

2.4.1. Grado de desacetilacion

El GD fue evaluado por 'H-RMN de acuerdo al método descrito por Lavertu y col.
[70]. Se utilizé 4 mg de quitosano disuelto en 1,5 mL de D,O y dos gotas de HCI
concentrado; la solucién se evaluo en el espectrometro Bruker AC300 de 300 MHz
a 70 °C de temperatura calculando el GD de acuerdo a las intensidades de los
diferentes picos obtenidos.
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De acuerdo al GD se puede observar los picos caracteristicos en diferentes
intensidades. Por ello, dependiendo de la intensidad de los picos, la literatura
proporciona ecuaciones donde intervienen los protones mas caracteristicos como

se observa en la figura 6.

H-2/6

Monomero Desacetilado Monomero Acetilado

_~-OH /OH

AT\ L2

4, H 1 H 1
NH NGH )
N |/ ! W05 |

HO 7—2 :i_l H
H NH, H NH
¢o
|
CH;

H-2(D)

HA(D)

H./1(A) l H-Ac

T T T T T T T T T a
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppR

Figura 6. Espectro 'H-RMN de quitosano [71].

Puede ser calculado por la integracion del pico del proton H1 del mondémero
desacetilado (H1D) y el pico de los tres protones del grupo acetilo (HAC):

GD% = 445§%r,xum (1)

HID + O
3

Para quitosanos con GD menores a 90% también puede ser calculado el GD
utilizando los picos del protén H1 tanto del monémero acetilado (H1A) como el
desacetilado (H1D):

HI1D

GD%=| —
HID + H1A

jxlOO )
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2.4.2. Determinacion de cenizas

Se determinaron gravimétricamente; las muestras de quitosano previamente
pesadas se sometieron a combustion en mufla a 800 °C durante 6 horas, luego se
peso el residuo determindndose el porcentaje de cenizas de acuerdo a la

ecuacion 3:

w

%C — crisok-cenizas

w

crisolvacio % 100 (3)

muestraseca

donde: %C: porcentaje de cenizas
W: peso

2.4.3. Densidad

La determinacién de la densidad de los quitosanos se hizo en forma gravimétrica en
comparacion con la densidad del agua destilada y del buffer acetato. Se utilizé una
fiola volumétrica de 5 mL, la cual fue enrasada con el liquido y pesada en la
balanza analitica. Se realiz6 por cuadruplicado para todas las muestras. Se realizd

el calculo de acuerdo a la ecuacion:

. I\/Ili
Densidad = %

fiola

donde:
Mig:  peso del liquido (g)

Viola:  Volumen de liquido en la fiola enrasada (mL)
2.4.4. Viscosidad y peso molecular

Se obtuvo el peso molecular promedio a partir de la relaciéon de la viscosidad

intrinseca con el peso molecular de acuerdo a la ecuacion de Mark-Houwink.

Para la obtencién de la viscosidad intrinseca se utilizé el viscosimetro de Ostwald

utilizando la ecuacion 4:
n = Bpt (4)
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donde: n: viscosidad de la solucién acuosa acida
B: constante del viscosimetro
p: densidad de la solucién

t: tiempo de flujo

Después de hallar la constante del viscosimetro y la viscosidad de la solucion, se

hallaron las diferentes constantes viscosimétricas presentadas en la tabla 3:

Tabla 3. Constantes viscosimétricas

SiMBOLO NOMBRE UNIDADES

H Viscosidad de solucion P (poises)

Pa.s (Pascal por segundo)

Ns Viscosidad del solvente P o Pas
Nr=n/nNs Viscosidad relativa Adimensional
Ne=Nr—1 Viscosidad especifica Adimensional

Ne/C Viscosidad reducida L/g
[n] Viscosidad intrinseca L/g

Luego se utilizé la Ecuacion de Huggins para relacionar la viscosidad reducida con

la concentracion y hallar la viscosidad intrinseca ([n])
2
Ne/C=[n]+Kn]"C )

Finalmente, con la Ecuacién de Mark Houwink cuyas constantes dependen del
grado de desacetilacion del quitosano se obtuvo el peso molecular promedio [71,
72]:

[n] = k (M)° (6)

donde: k=1,64x10"° (%GD)
a=1,82- 1,02 x 10 (%GD)
My: Peso molecular medido por viscosidad
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2.4.5. Contenido de nitrégeno
Se us6 el método Kjeldahl detallado de acuerdo a la norma ISO 5983-1997 en

donde se relaciona la muestra problema de quitosano con una muestra estandar de

sacarosa, de acuerdo a la ecuacién 7 [73]:

Muc X Vier =Myaon X Viaon — Mici X Vier = Myaon % Vaaon

%N=1,4x (7)
Wsecode muestra Wsecode muestra
Quitosano Blanco
donde: %N: porcentaje de nitrégeno
M: molaridad
V: volumen
W: peso

2.4.6. Contenido de humedad

Fue determinado por gravimetria de acuerdo a la norma ASTM F 2103-01 [74]. Se
colocé una muestra de quitosano en la estufa a 105 °C durante 3 horas hasta que
el peso fue constante. Se midi6 el porcentaje de humedad de acuerdo a la

diferencia de peso entre la muestra inicial y la muestra seca, segin la ecuacién 8:

W, \W

%H20= inicial finalxloo (8)

inicial

donde: %H-0: porcentaje de humedad

Winicial: Pe€so de muestra inicial (g)

Wiinai: peso de muestra final (g)
2.5. Preparacion de peliculas de quitosano

Se prepararon con concentraciones de quitosano purificado entre 0.5% a 0.8% en
acido lactico al 1% y 2% wl/v,. Las soluciones se depositaron en placas Petri, las

23
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cuales se llevaron a refrigerar a 4 °C durante tres horas para eliminar burbujas y
luego fueron secadas en estufa a temperaturas entre 40 °C y 70 °C durante 16
horas a 24 horas.

2.6. Preparacion de peliculas de quitosano y alginato

El alginato fue disuelto del mismo modo que las peliculas de quitosano en acido
lactico al 1% y 2% w/v. Para realizar el entrecruzamiento se prepararon soluciones
gquitosano-alginato en diferentes relaciones (1:1, 1:2, 2:1 v/v) se colocé el polimero
de mayor volumen en un vaso de precipitados y se afiadié gota a gota el polimero
en menor volumen, con agitaciébn constante para lograr una mezcla turbia de los
polimeros. Luego, se depositd la mezcla en placas petri, se eliminaron las burbujas

con vibracion, fue refrigerada a 4 °C y secada a 60 °C durante 16 horas.

2.7. Preparacion de peliculas cargadas con sulfadiazina de plata

Se analiz6 la solubilidad del farmaco con pureza de 98% en diversos medios. Luego
se disolvié el farmaco, en una solucion de quitosano en acido lactico, la mezcla se
agitd y con ella se prepararon las peliculas siguiendo la metodologia descrita

anteriormente.

Del mismo modo, se disolvio el farmaco en la solucion quitosano-alginato y se

prepararon las peliculas de acuerdo al método anterior.

Se consideré como una muestra adicional para el estudio de liberacion de farmaco
una crema de sulfadiazina de plata al 1% (nombre comercial Silverdiazina, marca
MEDCO), empleada en el tratamiento comun de heridas por quemadura, insoluble

en agua.

2.8. Evaluacion de la cinética de liberacién de sulfadiazina de plata in vitro

La sulfadiazina de plata presenta un grupo croméforo con Amax Sobre 240 nm. Este
hecho permite hacer el estudio de la cinética de liberacion de la droga evaluando la
concentracion de sulfadiazina en el medio por espectroscopia UV-Vis a diferentes

tiempos del proceso de liberacion [75].
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Se prepar6 una curva de calibracion del farmaco en el medio, obteniendo la
ecuacion lineal para determinar la concentracion de farmaco liberada por las

diferentes matrices.

Se evalud la liberacién de la droga a partir de la matriz polimérica, en el equipo
Dissolution Tester VK 7020 por el método de la canastilla: se cortaron muestras de
peliculas de quitosano cargadas con sulfadiazina de 1cm por 1cm, las cuales fueron
depositadas en una canastilla de acero inoxidable y sumergidas en un buffer fosfato
a pH 9,1 preparado con fosfato dis6dico de hidrégeno disuelto en agua y con ajuste
de pH con hidroxido de sodio 1M a 37°C con agitacién controlada de 50 rpm [76].
Iniciado el proceso, se tomaron alicuotas de 10 mL de la solucién receptora de la
sulfadiazina durante diferentes intervalos de tiempo haciendo uso de la canula
colectora de muestras. Se evalu6 la concentracion del farmaco liberado mediante

control cuantitativo de su concentracion por espectroscopia UV-Vis.

Las variables a estudiar en esta etapa fueron: concentracion del farmaco y la

matriz de liberacién con diferentes pesos moleculares y grados de desacetilacion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencién de quitosanos

A partir de pluma de pota congelada y picada, se realiz6 la desproteinizacién de la
muestra. El proceso de desacetilacion se efectu6 a diferentes tiempo de reaccién
obteniéndose dos muestras de quitosano de diferentes grados de desacetilacion: en
la primera muestra (Q12) se realizd la desacetilaciébn en una sola etapa; en la
segunda muestra (Q13) en dos etapas, esto para permitir un mayor GD. De una

muestra de quitina de pota se obtuvo un rendimiento del 85,7% de quitosano.

3.2. Purificacién y caracterizacién

3.2.1. Purificacion de quitosano

El quitosano obtenido de la quitina de pota se muestra como granulos de color
blanco amarillento. Con estas caracteristicas ya puede ser utilizado para otras
aplicaciones, pero en nuestro caso, debe ser purificado para prevenir
incompatibilidades con la piel. A partir de soluciones de quitosano al 0,3% p/v en
acido acético al 1% v/v se obtuvo mediante el proceso descrito en la parte
experimental un polvo fino blanquecino e inodoro, insoluble en agua y soluble en

soluciones acidas. En el caso de la purificacién, se obtuvo un rendimiento del 57%.

(A Pyt
Ay

a) b)

Figura 7.Quitosanos a) sin purificar y b) purificado.
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3.2.2. Caracterizacion de quitosanos

3.2.2.1. Grado de desacetilacién (GD)

El quitosano purificado fue disuelto bajo agitacion constante en DO acidificada, se

observo inicialmente el hinchamiento del polimero y luego su perfecta disolucién

posterior.

Con esta solucién se obtuvo el espectro de *H-RMN y en base a él se calcula el
GD.
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Figura 8. Espectro 'H-RMN de Quitosano Q13 en RMN de 300 MHz con D,O

La integracion de los picos se hizo tomando como referencia la intensidad de la
sefial del hidrogeno del carboxilo del monémero desacetilado H1(D) que aparece

entre 5 ppm a 5,5 ppm.

En la muestra Q13 el pico de la sefial del H del grupo acetilo es intensa y es usada
para la determinacion del grado de desacetilacion aplicando las férmulas descritas

en la parte experimental.
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Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 4. Grado de desacetilacién de Q12 y Q13 a partir de los espectros de *H-

RMN
Protones
H1D H1A H2D H-Ac H2-6 GD (%)
Q12 1,0 0,16 0,62 4,55 3,99 86,21
Q13 1,0 - 0,96 0,35 5,27 89,55

Los quitosanos, al presentar grados de desacetilacibn mayores al 86%, son

considerados como de alto GD. Como el porcentaje de grupos N-acetilo que

quedan en el polimero es menor, aumenta la solubilidad del quitosano en

soluciones &cidas. Esta caracteristica permite que la hidrataciéon de los polimeros

produzca el hinchamiento de la pelicula, se incorpore el liquido del medio al interior

de la matriz y provoque la liberacion del farmaco.

3.2.2.2.

Densidad

La determinacion de la densidad de los quitosanos se hizo en forma gravimétrica en

comparacion con la densidad del agua destilada y de la solucién buffer 0,05M de

acetato de sodio y 0,05M de &cido acético (Tabla 5).
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Muestra Dmuestra
(g/cm3)
H20 1,0046
Buffer 1,0009
Ql12-1 1,0072
Ql12-2 1,0031
Q12-3 1,0002
Ql12-4 0,9980
Q12-5 0,9962
Promedio Q12 1,0009
Desv. Est. Q12 0,004

Tabla 5. Densidad de las muestras Q12 y Q13 a 18 °C
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Dmuestra

Muestra (g/cm3)

H20 1,00456

Buffer 1,01294

Q13-1 1,01088

Ql3-2 1,00682

Q13-3 1,00292

Q13-4 1,00064

Q13-5 1,01676
Promedio Q13 1,0076
Desv. Est. Q13 0,006

3.2.2.3. Viscosidad y peso molecular
La viscosidad de las soluciones de quitosanos Q12 y Q13 fue evaluado para cuatro
concentraciones diferentes por cuadruplicado en base al tiempo de evacuado del

viscosimetro de Ostwald de acuerdo a la Tabla 6.

Tabla 6. Datos para viscosidades de las muestras Q12 y Q13 a 30°C

Muestra Concentracion Tiempo Desv. Est. Viscosidad
(g/mL) promedio (s) Tiempo (s) (Poise)
H,O - 33,3775 0,22 7,977
ch:];?t:) g 33,8175 0,23 8,151
Q12-1 0,00502 104,7875 0,29 25,618
Q12-2 0,00251 59,925 0,36 14,592
Q12-3 0,00126 43,7625 0,09 10,625
Q12-4 0,00063 37,4375 0,34 9,069

Muestra Concentracion Tiempo Desv. Est. Viscosidad
(g/mL) promedio Tiempo (s) (Poise)
H,O - 32,03 0,37 7,977
ai‘:;‘;g ; 33,61 0,37 8,442
Q13-1 0,005 385,48 0,38 98,953
Q13-2 0,0025 125,24 0,36 31,896
Q13-3 0,00125 71,94 0,49 18,263
Q13-4 0,000625 50,55 0,25 12,795
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La viscosidad reducida se determiné aplicando la ecuacion lineal de n./C vs.C:
A continuacion se muestran los resultados para los quitosanos Q12 y Q13:

500
450 A
400 -
350 T
300 A

y = 52810x+ 172,23
R2=0,9821

ne/C(mL/g)

2R NN
[SEOE=
[sReNR=}
L
o

n
o o
L

0,00000 0,00100 0,00200 0,00300 0,00400 0,00500 0,00600
C (g/mL)

Figura 9. Gréfica de ne/C vs.C para el quitosano Q12

2500

2000 -
1500 A

1000 1 L

ne/C(mL/g)

y = 303026x+ 500,46
500 A R2=0,9587

T T

0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
C (g/mL)

Figura 10. Grafica de ne/C vs.C para el quitosano Q13

Los resultados de densidades y viscosidades confirman que a medida que la
concentracion del quitosano disminuye, los tiempos promedio, la densidad y la

viscosidad intrinseca también disminuyen.

La ecuacion de Mark-Houwink, que considera valores propios de k y a en funcion al
grado de desacetilacion y conociendo la viscosidad intrinseca [n] obtenida de las
figuras 9 y 10 como el componente independiente de la recta, se emplea para

calcular el peso molecular promedio de las muestras.
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Tabla 7. Variables viscosimétricas para quitosanos Q12 y Q13

Qno Q12 Qno Q13
(Fig. 9) (Fig., 10)
[n] 172,23 536,34
k 0,0021 0,0035
a 0,9407 0,9066
Mv (kDa) 171,42 486,20

Como resultados se tiene que el quitosano Q12 de peso molecular promedio 171,42
kDa corresponde a un quitosano de bajo peso molecular, mientras que el quitosano
Q13 corresponde a un quitosano de peso molecular medio de 486,20 kDa.

3.2.2.4. Contenido de nitrégeno, cenizas y humedad

La determinacién del contenido de nitrégeno de acuerdo al método Kjeldahl, dio
como contenido de nitrégeno un valor de 5,48% para el quitosano Q12 y 6,98%
para Q13. El nitrégeno presente en las muestras corresponde al atomo de nitrégeno
del grupo amino de su estructura. El porcentaje de cenizas y humedad se
determinaron por los

métodos gravimeétricos; resultados se presentan a

continuacion en la tabla 8.

Tabla 8. Humedad, cenizas y nitrogeno de quitosanos Q12 y Q13

Muestra |Viscosidad | % GD | PM (kDa) | % Cenizas | % Nitrégeno | % Humedad
163,36 86,21 162,05 0,44 5,49 9,72
Q12 163,36 86,21 162,05 0,43 5,45 9,35
163,36 86,21 162,05 0,42 5,51 9,89
Promedio 163,36 86,21 162,05 0,43 5,48 9,65
Desv. - - - 0,0001 0,031 0,003
Muestra |Viscosidad | % GD | PM (kDa) | % Cenizas | % Nitrégeno | % Humedad
536,34 89,55 524,79 0,44 6,97 8,11
Q13 536,34 89,55 524,79 0,46 6,96 8,33
536,34 89,55 524,79 0,46 7,01 8,75
Promedio 536,34 89,55 524,79 0,45 6,98 8,40
Desv. - - - 0,0116 0,026 0,003

Los valores de contenido de cenizas en ambos quitosanos son de 0,43% y 0,45%.

Esto indica que el proceso de desmineralizacion realizado en otro tipo de
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quitosanos no es necesario en el quitosano de pota, debido a su bajo contenido.
Los valores del contenido de humedad de 9,65% y 8,40% debido a la alta
capacidad de absorcién de agua del quitosano que, sumada al alto porcentaje de
humedad presente en la ciudad de Lima (80 — 100%) promueve a que este valor
sea alto.

En el caso del quitosano comercial, de acuerdo a los datos del fabricante, el
porcentaje de humedad es de 7,5% Yy el grado de desacetilacién es de 80%. Siendo

menores que los hallados en los quitosanos elaborados.

3.3. Elaboracién de peliculas

Las soluciones de quitosano con &acido lactico al 2% resultaron poco viscosas,
dando peliculas muy elasticas aunque dificiles de desmoldar de la placa petri

porque eran muy finas.

Se comprob6 ademas que, a temperaturas mayores de 60 °C las peliculas podian
presentar burbujas y en el caso de los quitosanos Q12 y Q13, se tornaban de color

amarillo oscuro, deduciendo que, por la alta temperatura, empiezan a quemarse.

Un resultado oOptimo se obtuvo con las soluciones con acido lactico al 1%,
elaborando con los quitosanos Q12 y Q13, peliculas transparentes y elasticas,
faciles de cortar y muy maleables, mientras que con el quitosano comercial formé

peliculas mas rigidas y de color amarillo.

En la preparacion de la solucién quitosano:alginato se observé que, cuando la
relacion era 1:2 y 1:1, al momento de afiadir el alginato se formaba una solucion
lechosa similar a la clara de huevo, y durante la agitacion iba formandose una masa
gelatinosa dentro de la solucién de quitosano. En cambio, con la relacion 2:1 la
solucion se volvié blanquecina pero homogénea, aunque con el transcurso del

tiempo se observo que se iban formando cintas blancas dentro de la solucion.

Para las peliculas formadas a partir del entrecruzamiento de quitosano con alginato
de sodio, se observd que eran blanquecinas, de color no uniforme y elasticas. A alta

temperatura se tornaba amarillenta y quebradiza.
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3.4. Preparacion de peliculas cargadas con el farmaco.

Fueron agregadas diferentes concentraciones del farmaco a las soluciones de
quitosano, observando que a concentraciones mayores al 0,4% wi/v las soluciones

de quitosano se saturaban y el farmaco precipitaba en la solucion.

Se prepararon entonces peliculas de quitosano cargadas con sulfadiazina de plata

en concentraciones de 0,12% y 0,06% wi/v.

Las peliculas con concentracién de 0,12% eran rigidas y quebradizas, ya que la
saturacion del quitosano era alta, haciendo que la elasticidad del polimero

disminuyera.

En el caso de las peliculas con concentraciones de 0,06% eran menos
transparentes que las de quitosano puro pero mantenian la elasticidad, pudiendo

ser manipuladas y cortadas sin quebrarse.

 /
/l

Figura 11. Pelicula de quitosano cortada.

Con la solucién de quitosano:alginato se elabor6 una pelicula cargada con
sulfadiazina al 0,06%, pero la disolucién del farmaco fue dificil y luego de preparada
se obtuvo una pelicula irregular, donde se observaba que la disolucién del farmaco

no fue 6ptima.
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Ademas, las soluciones de quitosano y quitosano-alginato con sulfadiazina se

oscurecen debido a la presencia de los iones plata del farmaco y su caracter
fotosensible.

3.5. Estudio de liberacién de sulfadiazina de plata (SDAQ)

Para el estudio de liberacion se prepararon peliculas de quitosano al 0,8% wi/v con
sulfadiazina de plata al 0,12% y 0,06% w/v en los dos tipos de quitosanos

preparados en nuestro laboratorio y en el quitosano comercial, durante 24 horas.

En el caso de la crema de sulfadiazina de plata al 1% se colocé una cantidad
determinada de crema en un soporte de teflén en contacto con la solucién y se

procedié a evaluar la liberacién del farmaco bajo las mismas condiciones de las
peliculas.

El espectro UV-Vis de una solucion de sulfadiazina de plata en el buffer fosfato
muestra un Anax de 240 nm (figura 12), en base a este dato se construyé la curva

de calibracion a partir de soluciones de sulfadiazina de diferentes concentraciones.
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Figura 12. Espectro UV-Vis de sulfadiazina de plata
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Curva de Calibracion de Sulfadiazina de Plata
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Figura 13. Curva de calibracién de sulfadiazina de plata

Como se puede apreciar en la figura 13, la curva de calibracion cumple con la ley
de Lambert & Beer en el rango hasta 0,5 mg/L mostrando un alto indice de
correlacién, pudiendo con esto usarse para cuantificar concentraciones del farmaco

en este rango.

Las peliculas de quitosano comercial cargadas con el farmaco, se estudiaron
siguiendo el método descrito en la parte experimental. Se tomaron diez puntos a
diferentes tiempos lograndose las curvas de liberacion a partir de peliculas con
concentraciones 0,06% y 0,12% de sulfadiazina.

Curva de Liberacién - Quitosano Comercial
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Figura 14. Curvas de liberacion de sulfadiazina desde quitosano comercial
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Se puede apreciar que con la pelicula de quitosano comercial cargada con
sulfadiazina al 0,06% la liberacion alcanz6 un proceso estable entre la hora 2 y la
hora 4 en una muy baja intensidad. De la hora 4 a la hora 6 se presenta una
liberaciébn mayor, cayendo rapidamente hasta la hora 20 a partir de la cual se
mantiene constante pero con un valor insignificante, mostrando un comportamiento

no apto.

En el caso de la segunda pelicula con concentracién 0,12%, en las cuatro primeras
horas se observa un comportamiento variable con maximos y minimos, pero a partir
de la hora 5 mantiene una liberacién constante teniendo un valor similar en la hora
20. Es posible que con esta concentracion de 0,12% se haya logrado mayor

efectividad para los fines deseados.

El problema de las heridas por quemadura se centra en la necesidad de contar con
una barrera que reduzca la pérdida de humedad y el ataque de microbios del medio
ambiente. Las peliculas de quitosano poseen una excelente permeabilidad,
permitiendo ser ademas de una barrera fisica un medio a través del cual la herida
“respire”. El siguiente requisito es que la herida mantenga contacto permanente con
el medicamento, esta cualidad no es posible con los apdsitos tradicionales en base
a gasas en los cuales se produce gran exudacion, razén por la que deben ser
removidos con mucha frecuencia. En este proceso el nuevo epitelio formado sobre
la herida es removido causando periodos de curacién muy largos y manteniendo el

remedio en periodos cortos.

Las peliculas de quitosano han demostrado poseer -cualidades como:
permeabilidad al vapor de agua y bioadhesion adecuadas, ademas de su
biocompatibilidad y excelentes propiedades mecénicas. Estas cualidades fueron

comprobadas en una investigacion previa en nuestro grupo de investigacion [77].

Al analizar los resultados logrados con el material polimérico preparado en nuestro
laboratorio, se observa que las peliculas de Q12 presentan una etapa inicial en las
primeras 4 horas en las que el metabolito liberado entra en equilibrio con la pelicula
soporte. Después de ese tiempo, se inicia un proceso de liberaciobn bastante
sostenido que permitira mantener concentraciones de sulfadiazina en el orden de
0,025 mg/L cuando la concentracion dentro de la matriz era de 0,12 mg/L. Este
proceso mantiene un perfil casi constante que se vuelve mas adecuado en el caso
de la concentracion de 0,06 mg/L aunque la concentracion liberada es menor.
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Al comparar los resultados del proceso de liberacion del farmaco en Q13, se
observa que esta matriz presenta inicialmente el periodo de equilibrio, pero
después de las 4 horas desarrolla una liberacion con perfil de incremento de 0,016
hasta 0,032 mg/L, siendo 6ptimo el perfil de este tipo de pelicula de quitosano
cargada con concentracion 0,12 mg/L para mantener un proceso de liberacion
controlada practicamente las 24 horas.

La investigacion ha permitido definir qué peliculas de quitosano con GD mayores de
86% y de peso molecular medio con concentraciones de 0,12% de farmaco

presentan una eficaz liberacion de sulfadiazina de plata por 24 horas.

Curva de Liberacién - Quitosanc Q12
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Figura 15. Curvas de liberacion de quitosano Q12
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Curva de Liberacion - Quitosano Q13
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Figura 16. Curvas de liberacion de quitosano Q13

En el caso de la crema con sulfadiazina al 1% se aprecia una liberaciéon
permanente hacia el medio, aunque la forma de aplicacién exige que dicha crema
sea soportada por gasas, las cuales deben ser removidas varias veces al dia,
perjudicando la formacion del nuevo epitelio. Por otro lado, las altas
concentraciones de sulfadiazina provocan reacciones alérgicas obligando a
mantenerla en contacto con la herida por periodos cortos en contraste con las
peliculas que se propone las cuales pueden permanecer mucho tiempo,

permitiendo un constante contacto entre herida y farmaco a bajas concentraciones.

Curva de Liberacidén - Crema Comercial

20 21 22 23 24
Tiempo [(horas)

Figura 17. Curva de liberacion de sulfadiazina a partir de crema comercial.
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En la liberacion del farmaco a partir de las peliculas de quitosano-alginato, la
concentracion liberada inicialmente al medio es mucho mayor que en los quitosanos
solos, pero a medida que transcurre el tiempo la liberacion baja hasta obtener
absorbancias fuera del rango de la curva de calibracion por lo que se observan
valores negativos en las concentraciones. En las ultimas horas de liberacion, la
concentracion sigue disminuyendo por debajo del valor minimo de la curva de

calibracion.

Este perfil de liberacion confirma que la sulfadiazina no fue cargada en la pelicula
de forma adecuada; el farmaco pudo adherirse superficialmente y por ello la
liberacion inicial fue mayor. Luego de media hora, ya habia sido removido de la
pelicula, quedando pequefas cantidades que fueron liberandose en las horas
posteriores; finalmente, entre la hora 21 y 24 aldn habia una liberacion de farmaco
minima, que pudo deberse a pequefias concentraciones de farmaco presentes en el
polimero que si llegd a interactuar aunque en menor concentracion que las

peliculas de quitosano solo.

Entre los polimeros entracruzados, el de quitosano Q12 con alginato tuvieron una
mayor concentracion de farmaco liberado. Ademas a partir de la hora 2 se observa
gue tiene una liberacion mas estable y durante las horas 21 y 24 mantiene una
liberacion constante pero muy baja.

La pélicula entrecruzada con quitosano Q13 tiene una tendencia similar, aunque las
concentraciones liberadas disminuyen rapidamente y son mucho menores que las
de Q12.
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Curva de Liberacién - Quitosano Q12-Alg con SD al 0,06%
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Figura 18. Curva de liberacion de sulfadiazina desde pelicula de quitosano Q12 con

alginato de sodio.

Curva de Liberacién - Quitosano @Q13-Alg con SD al 0,06%
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Figura 19. Curva de liberacion de sulfadiazina desde pelicula de quitosano Q13 con

alginato de sodio.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

e Se definieron las condiciones de obtencion de quitosanos de pota y se
caracterizd de acuerdo a parametros de viscosidad, contenido de nitrégeno,
densidad y peso molecular, seleccionando los denominados Quitosano 12 y
Quitosanol3. ElI grado de desacetilacion GD, fue determinado por
espectroscopia 'H-RMN y el peso molecular mediante su relacion con la
viscosidad intrinseca obteniendo los valores promedio de GD de 86,21% y
89,55% para el Quitosano 12 y PM de 162,05y 524,79 para el Quitosano 13.

e Los quitosanos producidos en el laboratorio fueron utilizados para la formacion
de peliculas y comparados con peliculas formadas a partir de un quitosano
comercial con GD de 80% produciendo, en el caso de los quitosanos de
laboratorio, peliculas transparentes y elasticas, mientras que en el quitosano

comercial las peliculas formadas fueron més rigidas y amarillentas.

e La sulfadiazina de plata es soluble hasta una concentracion de 0,4% p/v en una
solucién de quitosano en solucién acuosa de &cido lactico al 1%. De acuerdo a
esto, se prepararon peliculas con concentraciones de sulfadiazina de plata al
0,12% y 0,06% p/v en relacion con la solucién de quitosano utilizada, ya que a
mayor concentracion del farmaco aumenta la rigidez de la pelicula y se observé
que estas concentraciones proporcionaban todavia una maleabilidad

adecuada.

e Se evalud la liberacion del farmaco sulfadiazina de plata mediante el método de
la canastilla a pH 9,1 para simular el pH de una herida producida por
guemadura durante las primeras 24 horas. Para todas las peliculas de
quitosano se observd un perfil similar de liberacion y aquellas peliculas con
concentraciones de farmaco de 0,12% tuvieron liberaciones mas altas que
aquellas con concentraciones de 0,06%, dando resultados consistentes. La
pelicula de quitosano Q13 con sulfadiazina de plata al 0,12% resulté ser la mas
adecuada ya que mantiene una liberacion a altas concentraciones y con un
perfil mas parejo que las otras peliculas durante los intervalos de tiempo

medidos.
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Se ensayaron las peliculas de quitosano-alginato y la liberacion de la
sulfadiazina de plata desde esta matriz, donde se comprob6 que el farmaco no
fue disuelto por completo y que esta mezcla de polielectrolitos no es adecuada
para el uso como matriz de liberacion de este farmaco. Al preparar las peliculas
se observo que eran quebradizas, lo que impide que sean Utiles como apdsito
por su rigidez; ademas la textura era grumosa, a diferencia de las peliculas de
gquitosano solo, y se podian observar que el farmaco no habia sido disuelto
totalmente. Esto se comprob6 al observar que a la primera hora se tuvo una
liberacion alta de hasta 0,035 mg/L y que entre las 20 y 24 horas, las
liberaciones eran minimas y con concentraciones por debajo de la curva de
calibracion, lo que indica que la liberacion fue rapida y debida al farmaco que
quedé en la superficie de la pelicula en forma de grumos y no por la

interaccion farmaco-matriz.

e Finalmente, comparando la liberacion desde peliculas de quitosano con la
liberacion a partir de la crema comercial Silverdiazina®, se comprueba que esta
Ultima tiene una liberacién lineal. Durante las primeras seis horas las
concentraciones de liberacién son menores que las observadas en el quitosano
Q13, pero entre las 20 y 24 horas se hallaron concentraciones de hasta 0,1
mg/L, muy superior a las obtenidas en Q13 en ese intervalo (0,03 mg/L), lo que
podria ocasionar reacciones adversas en el paciente si el tratamiento es
prolongado, lo que se evitaria con el uso de quitosano como matriz de

liberacion del farmaco.
4.2. Recomendaciones
1. Para complementar los estudios de las peliculas se recomienda evaluar in
vitro para demostrar si existe 0 no alguna reaccion inflamatoria y comprobar

la biocompatibilidad.

2. Se recomienda ademas evaluar in vivo mediante pruebas de irritacion

dérmica y de regeneracién dérmica.

3. Se recomienda emplear el método de preparacion de peliculas con otros

farmacos.
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4. Se sugiere preparar quitosanos de menor peso molecular para estudiar la
efectividad del entrecruzamiento con alginato y su eficacia en la liberacion

de otros farmacos.
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