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1- Introduccion

La tecnologia actual permite construir dispositi-
vos artificiales biocompatibles capaces de imitar
los movimientos naturales del cuerpo humano y
convivir con él, pero, ninguno de estos puede ser
controlado desde el cerebro, ni coordinado con
otros Organos, entre otras cosas, por carecer de
una interfase conductor-nervio. Algunos polime-
ros conductores o semiconductores pueden ser
biocompatibles, como por ejemplo algunas va-
riedades de polipirrol y polialilamina. La sintesis
de estos polimeros juega un papel muy impor-
tante en la biocompatibilidad, ya que se requiere
que adicionalmente el material tenga cierto gra-
do de absorcion o pasividad, seglin sea el caso,
en el medio bioldgico. Por medio de descargas
de resplandor es posible sintetizar polipirrol
dopado in situ con yodo con conductividad
eléctrica sensible a la concentracion acuosa e
16nica de medios biologicos.

Asi, un electrodo polimérico hecho de esta for-
ma puede responder ante la concentracion idnica
de un organismo viviente, que podria ser el
cuerpo humano, con potenciales eléctricos y ser
una interfaz biocompatible, capaz de recibir y/o
enviar sefales eléctricas y transformarlas en
sefales idnicas, o viceversa, entendibles por el
sistema nervioso.

En este trabajo se presentan los resultados de la
implantacion de un polimero semiconductor en
la médula espinal de ratas de laboratorio. Los
animales fueron operados para cortar la médula
espinal e inmovilizar las extremidades inferiores
del cuerpo para después recibir implantes de
materiales biocompatibles y reconectar la mé-
dula espinal.

2. Resultados y Discusiones

2.1 Caracterizacion del polimero

El polipirrol-iodo (PPy-I) se sintetiz6 en forma
de pelicula delgada por medio de una descarga
de resplandor a una potencia de 18 W, frecuen-
cia de 13.5 MHz y presion de 1.5x10 Torr. Una
descripcion detallada del método de sintesis se
encuentra en la referencia [1]. El polimero se
recuper6 con acetona en forma de pelicula del-
gada y posteriormente se molié para hacer una
pastilla e implantarla en la médula espinal de las
ratas.

2.1.1 Analisis de FT-IR

En la Fig. 1 se muestra el espectro FT-IR del
polipirrol. En el espectro se encuentran las ban-
das de absorcion amplias y complejas caracte-
risticas de los materiales sintetizados por plas-
ma. Destacan los picos de 3349 cm™ y de 1630
cm™ que corresponden a las vibraciones de las
aminas. En 2932 cm™ se puede observar la vi-
braciéon de los enlaces C-H alifaticos. La defor-
macion de los grupos metilo (C-H) se encuentra
en 1452 cm™ y en 747 cm’™ se aprecian la vibra-
cion del enlace C-C. Finalmente, en 2200 cm’!
se presenta la vibracion de los grupos nitrilos,
los cuales indican fragmentacion de anillos aro-
maticos.
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Fig. 1. Espectro FT-IR del PPy/l
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2.1.2 Morfologia

La morfologia del PPy-I antes de formar las
pastillas usadas como implantes se muestra en la
Fig. 2. Se aprecia una superficie con pequenas
arrugas que forman lineas en todas direcciones.
Los pliegues, por lo delgado del polimero, dan
la impresion de estar compuesta por una serie de
condcutos por toda la superficie.

2.1.2 Conductividad Eléctrica.

La resistencia eléctrica de la pastilla de polimero
fue de 1.3 MQ y la conductividad calculada fue
de 21 nS/cm. La conductividad de este tipo de
materiales aumenta hasta en 8 6rdenes de mag-
nitud cuando se encuentran en una humedad
relativa del 92% [2]. Es posible que la conducti-
vidad de este material, una vez implantado, lle-
gue hasta 1 S/cm.

2.2 Protocolo de Implantacion

Se siguieron los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Ma-
teria de Investigacion para la Salud (Titulo Sép-
timo de la investigacion que incluye la utiliza-
cion de animales de experimentacion), publicada
en 1990.

Se utilizaron 9 ratas de la cepa Long Evans,
hembras adultas entre 12 y 14 semanas de edad
con peso corporal entre 230 y 250 g, divididas
en 3 grupos. También se prepararon pastillas
similares de copolimeros polipirrol-poletilen-
glicol (PPy/PEG) para hacer comparaciones con
el material estudiado:
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Grupo control: Se formo6 con 3 ratas a las que
se les practicé una seccion completa de la mé-
dula espinal a nivel de la 9° vértebra toraxica
(T9).

Grupo 1. PPy/I: Se form6 por 3 ratas a las que
se le aplico el mismo procedimiento quirurgico
y se les implant6 una pastilla de PPy/I.

Grupo 1. PPy/PEG: Se formo por 3 ratas a las
que se le aplico el mismo procedimiento quirtr-
gico y se les implant6 una pastilla de PPy/PEG.
Los animales fueron evaluados al siguiente dia
de la lesion para comprobar que no existiera
movimiento de las extremidades inferiores y asi
tener la seguridad de que la cirugia se realiz6 de
manera adecuada. Las evaluaciones funcionales
se realizaron una vez por semana por medio de
la escala BBB (desarrollada por Basso-Beattie-
Bresnahan), que evalua la marcha a través de 22
grados de recuperacién motora. En la Tabla 1 se
presentan detalles de los grupos formados.

Grupo Fecha Procedimiento
L.PPy/PEG 15 de Abril  pastilla de 0.4mm Espesor, 3mm
Rata 1 de 2004 Diam LPS LPPY/PEG
Control Rata 15 de Abril
2 de 2004  control lesion por seccion (LPS)
L.PPy/I Rata 15 de Abril  pastilla de 0.4mm Espesor, 3mm
3 de 2004 Diam LPS L.PPY/I
Grupo Fecha Procedimiento
L.PPy/PEG 22 de Abril  pastilla de 0.4mm Espesor, 3mm
Rata 1 de 2004 Diam LPS LPPY/PEG
Control Rata 22 de Abril
2 de 2004  control lesion por seccion (LPS)
L.PPy/I Rata 22 de Abril  pastilla de 0.4mm Espesor, 3mm
3 de 2004  Diam LPS L.PPY/I
Grupo Fecha Procedimiento
L.PPy/PEG 29 de Abril  pastilla de 0.4mm Espesor, 3mm
Rata 1 de 2004 Diam LPS LPPY/PEG
Control Rata 29 de Abril
2 de 2004  control lesion por seccion (LPS)
L.PPy/I Rata 29 de Abril  pastilla de 0.4mm Espesor, 3mm
3 de 2004 Diam LPS LPPY/I

Tabla 1. Disefio experimental (grupos y fecha de
procedimiento).

2.2.1 Lesion de seccion de la médula espinal

Los animales se anestesiaron via intramuscular
con una mezcla de 77.5 mg de ketamina y 12.5
mg de hidrocloruro de xilacina por Kg de peso
corporal. Después de anestesiar al animal y rea-
lizar la asepsia de la zona quirtrgica se practico
una incision sagital en piel seguido de diseccion
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de los musculos paravertebrales de las apofisis
espinosas.

Se extirparon 3 apoéfisis espinosas de T9-T11
para observar los procesos laminares de esas
vértebras. Finalmente, se realizd una laminec-
tomia de 3 niveles, extendiéndola bilateralmente
hasta los procesos facetarios. Las meninges se
mantuvieron intactas. Una vez concluida la la-
minectomia se realizé una incision longitudinal
en meninges de aproximadamente 5 mm de lar-
go, referenciando ambos lados de la incision con
un punto simple de sutura de 10-0 (Polipropile-
no deknatel), posteriormente se hizo un corte
transversal completo de la médula espinal, y se
corrobor6 mediante microscopio quirurgico que
ninguna via nerviosa quedara conectada.

A los grupos I.PPy/l e I.PPy/PEG se les im-
planté una pastilla de polimero (segin el caso)
en posicion transversal a la médula espinal.

2.2.2 Método de implantacion del material
Inmediatamente después de terminar el proceso
de lesion por seccion de la médula espinal en las
ratas, justo en el sitio de seccion se introdujo en
forma transversal un trozo de pastilla de polime-
ro de aproximadamente 3 mm de didmetro. Des-
pués de la implantacion se paso una sutura de
10-0 (poliamida 6 monofilamento) a través de
las meninges con puntos simples de sutura. Fi-
nalmente, la incision quirdrgica se sutur6 en 2
planos, la fasia muscular y la piel con puntos
simples y continuos respectivamente de 5-0
(polipropileno monofilamento).

Después de la cirugia, los animales se mantuvie-
ron en observacion a temperatura ambiente en
una misma jaula, con una dieta a base de ali-
mento comercial y agua, a libre demanda, mez-
clada con tempra (10 ml en 2 1 de agua durante
72 hrs). También se administro intramuscular-
mente penicilina benzatinica (1,200,000 u.i. co-
mo unica dosis).
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Fig. 3. Evolucion motora del 1° conjunto inter-
venido.

Lesién e implante en medula espinal
(22-Abr-04)

Rata Rata Rata 3(PPy/l)
1(PPy/PEG)  2(Control)

Escala BBB
ocmo

|E3129-Abr-04 H06-May-04 013-May-04 [120-May-04 |

Fig. 4 Evolucién motora del 2° conjunto interve-
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Fig. 5. Evolucion motora del 3° conjunto inter-
venido.

2.2.3 Sacrificio y analisis histologico

Para estudiar histologicamente la integracion del
material en la médula espinal, 1 mes después de
la lesion, los animales se perfundieron via intra-
cardiaca. Al término de la perfusion se extrajo la
médula espinal para obtener un segmento de 1.5
cm a partir de la regién del epicentro de la le-
sion, hacia el segmento caudal y hacia el seg-
mento cefélico de la médula. Se coloco el espé-
cimen en fijador durante 5 dias, al cabo del cual
se siguid el procedimiento para ser embebido en
parafina. Se realizaron cortes longitudinales
secuenciales de 1 um de espesor en un microto-
mo, seleccionandose los cortes en un intervalo
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de 10 cortes obteniéndose 4 muestras. Los cortes
seleccionados se pasaron a un bafio de flotacion
con agua a 45°C (a cada litro de agua se le agre-
garon 0.5 g de gelatina bacteriologica) y luego
se colocaron en laminillas de vidrio para ser
teflidas con el procedimiento de hematoxilina y
eosina de Harris. Los resultados se muestran en
la Fig. 6.
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Figura 6. Fotografias de cortes histologicos a
20X y 40X (procedimiento de hematoxilina y
eosina de Harris). P = Polimero, LT - Linfo-
citos, MM = Macrofagos modificados.

En los animales implantados, ver Fig. 6, se ob-
serva que en el polimero transplantado de PPy/I
se integro al tejido nervioso de la médula espinal
(c). Al igual que, la presencia de células infla-
matorias, linfocitos T y macréfagos modificados
denominados células gigantes de cuerpo extra-
fno. En los implantes con PPy/PEG (b) existe
menos destruccion del tejido nervioso, no se
presentan macrofagos de células gigantes de
cuerpo extrafo, sin embargo, hay presencia de
macrofagos esponjosos, células inflamatorias y
linfocitos T. En los animales control se muestra
gran destruccion de tejido nervioso y mayor
presencia de células inflamatorias (a).

3. Conclusiones

Las pruebas de BBB indican que los animales
implantados con PPy-I tienen una buena res-
puesta a la conduccion del impulso nervioso a
través de la médula espinal como lo demuestra
el movimiento de las extremidades inferiores de
las ratas implantadas pese al corte de seccion
completa de la médula espinal.
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Los hidrogeles polianfoliticos (anfotéricos) se forman a partir de monomeros
acidos y basicos y algunas veces adicionando mondmeros neutros [1]. Estos son
entrecruzados ya que en esta forma tienen una gran diversidad de aplicaciones tales
como: membranas para aplicaciones biomédicas [2], materiales para procesos de
separacion [3], materiales superabsorbentes [4] y geles sensibles a la temperatura y al pH
[5]. Las propiedades fisicas de estos materiales dependen principalmente del balance de
grupos i6nicos presentes en el hidrogel generando interacciones atractivas o repulsivas
entre sus cadenas. Pero también la fuerza idnica del medio donde se encuentren y la
elasticidad de la red son factores importantes para su comportamiento. A diferencia de los
polielectrolitos, los polianfolitos tienen la capacidad de hincharse a altas fuerzas i6nicas,
lo cudl es aprovechado para su gran variedad de aplicaciones tecnoldgicas [6]. Par un
gran numero de aplicaciones médicas potenciales en particular se requiere entender el
comportamiento cuantitativo de éstos materiales a fuerzas ionicas fisiologicas [1]. Los
polanfolitos existen como policationes a bajos valores de pH y como polianiones a altos
valores de pH. A valores de pH intermedios muestran un punto donde la proporcion de
cargas positivas y negativas es la unidad llamado punto isoeléctrico (IP). En el IP las
cadenas poliméricas muestran un minimo de expansion en soluciéon. Los geles
polielectroliticos e hidrofébicos han mostrado hinchamiento dependiente del pH y
liberacion de farmacos con cinética cercana al orden-cero [7, 8]. Desafortunadamente el
comportamiento de hinchamiento de los geles polielectroliticos se ve fuertemente
afectado por la fuerza idnica de la solucion [9].

En este trabajo se reporta la sintesis y caracterizacion de geles anfotéricos basados
en metacrilato de N, N-dimetilaminoetilo (DMAEM) y dos mondémeros derivados del acido
metacrilico con espaciadores hidrofobicos reportados por nosotros con anterioridad [10].
Dos series de hidrogeles fueron preparados para ello: una utilizando al &cido 4-
(metacriloiloxi)butanoico (M4AMOB) y la otra utilizando al 4cido 6-
(metacriloiloxi)hexandico (M6AMOH) como comonémeros (Figura 1). Ambas series
fueron preparadas via radicales libres en p-dioxano como disolvente a 60° C por 20 h
utilizando 1% en mol de azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador y 2% en mol de
dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA) como agente entrecruzante. Los geles fueron
preparados en forma de peliculas entre dos placas de vidrio silanizado. Después de
purificarlos, los geles fueron cortados hinchados en forma de discos de 9 mm de didmetro.
Los discos fueron introducidos en soluciones de NaCl con concentraciones molares desde 0
hasta 4.0 M y en soluciones buffers con pH’s desde 2 hasta 12 y su grado de hinchamiento
al equilibrio fue medido por la técnica gravimétrica. Ademas,algunos geles fueron
seleccionados para hacer estudios de liberacion del farmaco
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modelo salicilamida. Para ello los geles fueron cargados en soluciones metandlicas de
salicilamida (0.2 M) y después de secados y de lavar el exceso de farmaco de su superficie,
fueron sometidos a los estudios de liberacion en medio acuoso con amortiguadores de pH a
fuerza idnica ajustada a. Para ello los geles fueron sumergidos en canastillas dentro de un
recipiente con agitacion magnética en un volumen total de 200 mL y con control de la
temperatura a 37.5 °C. A tiempos seleccionados se tomaron alicuotas y se determiné por
espectrometria UV-Vis a 299 nm el contenido de salicilamida liberada al medio.

Algunos de los resultados mas relevantes son que los hidrogeles que contienen
alrededor del 50% de unidades basicas y 50% de unidades acidas se muestran en las figuras
2 y 3 y se discuten a continuacion: Estos geles muestran un punto isoeléctrico localizado a
pH’s de 6.1 y 6.07 respectivamente. A este pH el gel tiene la minima capacidad de
absorcion de agua debido a las atracciones intraidnicas entre cargas opuestas que hacen que
las cadenas del polimero se colapsen. Cuando el pH de la solucién se aleja del punto
isoeléctrico, el gel polianfolitico se comporta como un policatiéon a pH’s 4cidos y como un
polianion a pH’s basicos. Por otro lado observamos que, conforme aumenta la
concentracion de sal, los hidrogeles muestran mayor hinchamiento.

1500 950

1400
1300
1200
1100
1000 A

00 N

& 800

700 A

600 [u] N
500
400 o

300 o o
200

Qn

850
750 a
650 a

550
450
350 [u]

250 EJJ

150

pH Cs

Figura 2. Hinchamiento al equilibrio con respecto Figura 3. Hinchamiento al equilibrio con al
pH: (p)-Gel MAAMOB-DMAEM (50-50) y respecto a la concentracion de sal (NaCl):
(1)-Gel M6AMOH- DMAEM (50-50). (p)-Gel MAAMOB-DMAEM (50-50) y
(11)-Gel M6AMOH-DMAEM (50-50).
Esto era de esperarse por efecto de apantallamiento de cargas por las sales,
disminuyendo las fuerzas de atraccion entre cadenas y aumentando el hinchamiento.
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En general se puede observar que el hinchamiento del hidrogel con comondémero
M4AMOB es mayor que el del hidrogel con comondémero M6AMOH, por lo que el efecto
principal de la cadena hidrofébica en el mondémero éacido es cambiar el grado de
hinchamiento al equilibrio, mas no la posicion del punto isoeléctrico.

Por otro lado la velocidad de liberacion de la Salicilamida se ve afectada por la
hidrofobicidad de las unidades acidas, la fuerza i6nica y en menor proporcion, por el pH del
medio.
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Introduccion

En los ultimos afos ha existido un creciente interés en el desarrollo de portadores coloidales
de medicamentos, es decir, suficientemente pequefios para su administracion intravenosa, sin la
posibilidad de generacion de problemas tromboliticos. El objetivo de estos es asegurar la
liberacion de un medicamento de manera continua y controlada manteniendo una dosis eficiente
del mismo, sin acercarse a la dosis toxica. Se ha demostrado que las particulas de material
polimérico biodegradable y biocompatible, de tamafio nanométrico (10° m), son excelentes
portadoras de medicamentos y pueden ser utilizadas de forma segura.'".

Con el fin de aumentar la persistencia en el sistema circulatorio, una de las mejores
opciones es cubrir el medicamento con un polimero que no pueda ser reconocido por el sistema
inmunolédgico y que ademas sea hidrofilico para asegurar su compatibilidad con la sangre. Entre
los polimeros hidrofilicos, el Poli(etilenglicol) (PEG) es considerado no toxico y ha sido
aprobado por la FDA para su uso interno en humanos®®!. Ademas de su caracter hidrofilico, otra
caracteristica importante es la flexibilidad de la cadena. La estructura flexible y radpidamente
cambiante del PEG hace que el sistema inmunologico tenga dificultades para modelar un
anticuerpo alrededor de ¢l y por lo tanto, formard una capa protectora que evitara dicha
interaccion.

El presente trabajo esta enfocado al transporte de medicamentos insolubles en agua, por lo
tanto, es necesario contar con una parte hidrofobica capaz de disolver, atrapar o enlazar al
medicamento. Se desea ademas utilizar un polimero que pueda ser degradado por los procesos
normales del organismo. Esto lleva a considerar la utilizacién de un péptido, con el fin de evitar
la formacion de cualquier metabolito de alta toxicidad. El polimero elegido es el Poli(p-bencil-L-
aspartato) (PBLA). Este polimero es capaz de solubilizar medicamentos hidrofobicos, tiene la
facilidad de unirse quimicamente al PEG y es facilmente degradado en el organismo. El polimero
estard formado por un bloque de péptido, el cual constituira el centro de la nanoparticula y un
bloque de PEG que formara la capa flexible, compatible con el agua. En este caso es necesario
bloquear un grupo terminal del PEG bajo la forma de un éter metilico y activar el otro extremo
como grupo amino. Este grupo iniciard la polimerizacion del N-Carboxianhidrido (NCA). Para
este fin se utilizard a-metoxi-m-amino-PEG.

En el presente trabajo se describe la polimerizacion del PBLA sobre una cadena de PEG
funcionalizada  utilizando  B-bencil-L-aspartato-N-carboxianhidrido (BCA-NCA) como
monoémero y la sintesis del BCA-NCA mediante la carboxilacion del B-bencil-L-aspartato
(BCA), asi como la caracterizacion de los productos mencionados

Parte experimental
Sintesis del p-Bencil-L-Aspartato-N-Carboxiahnidrido (BCA-NCA)

El BCA-NCA fue sintetizado tal como se describe en la literatura®’. Se disolvié el BCA
(Sigma) en THF seco y destilado. Se calent6 el sistema a 50 °C en atmdsfera de nitrégeno. Se
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afnadio el trifosgeno (Fluka) hasta obtener una solucion incolora. Después de 3 horas se agregd
hexano a la solucion hasta observar la formacion de cristales. Esta solucion se congelo a —20°C
durante 24 horas. Pasado este tiempo se recristalizd el NCA con THF/hexano hasta punto de
fusion constante. Finalmente se sec6 al vacio. La caracterizacion de este producto se llevd a cabo
mediante espectroscopia IR y RMN de 'Hy "*C.

Sintesis del Poli(-Bencil-L-Aspartato) sobre Poli(etilen-glicol) (PEG-PBLA)

Se anadi6 DMF (Aldrich) doblemente destilado al BCA-NCA. Posteriormente, se afiadid
cloroformo (Aldrich) destilado hasta la disolucion completa del BCA-NCA. Se agité a 35°C en
una atmoésfera de nitrogeno. Por otra parte, se disolvio el mPEG-NH, (M=5000, 114 unidades,
Shearwater) en cloroformo destilado. La razon molar de PEG/BCA-NCA fue de 1:19 con el
objetivo de obtener 19 unidades de PBLA. Se dejo reaccionar durante 21.5 h con agitacion. Para
la remocién del PEG residual se disolvio el PEG-PBLA en cloroformo y se puso en bafio maria a
40 °C. Se afiadié metanol (Aldrich) hasta la formacioén de un precipitado blanco. Se centrifugd y
se seco al vacio. Nuevamente se disolvio en cloroformo y se afiadié éter etilico en exceso. Se

centrifugd y se seco al vacio. La caracterizacion del PEG-PBLA se llevd a cabo medio de RMN
de 'H.

Resultados
Sintesis del f-Bencil-L-Aspartato-N-Carboxiahnidrido (BCA-NCA)

El producto obtenido fue un polvo blanco. El rendimiento fue del 81% obtenido tomando
como base el peso inicial de B-bencil-L-aspartato.

Fue posible comprobar que la reaccion se efectu6 analizando el producto por espectroscopia
de Infrarojo (IR); la aparicion de dos bandas, separadas por 60 cm™, pertenecientes al grupo
carboxilico de un anillo pentagonal saturado, entre 1850 cm™ aproximadamente, es diagndstico
de la formacién del producto esperado*. Mediante un analisis IR se obtuvieron dos picos a
1861.37 y 1801 cm™, lo cual es una evidencia clara de la existencia de BCA-NCA como
producto. (Figura 1).
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Figura 1. Espectro IR del BCA-NCA
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Para la comprobacion de la pureza del producto se utilizé el analisis de RMN 'H y "*C. En un
inicio se simularon los dos espectros utilizando el programa ACD Labs 5.0 HNMR Viewer y
CNMR Viewer respectivamente. Posteriormente se compard el desplazamiento de los picos
obtenidos experimentalmente con los teéricos. La Tabla 1 muestra comparacion de los
desplazamientos quimicos, la cual hace evidente que el producto obtenido corresponde al BCA-
NCA esperado (los protones y carbonos a los cuales corresponden los desplazamientos se
encuentran sefalados por negritas).

G Proton Carbon
rupo - - , ,
: Desplazamiento Desplazamiento Desplazamiento Desplazamiento
Funcional v . r .
Teorico (ppm) | Experimental (ppm) | Teoérico (ppm) | Experimental (ppm)
R-CH,-CO-O- | 3.05,3.10,3.20 2.85-3.15 36.26 35
-NH-CH-CO- 4.81 4.7 53.19 54
-CO-CH,-C¢H; 5.16 5.15 66.1 66.5
-Ce¢H; 7.27-1.37 7.4 128.50 - 136.81 128.5- 136
-NH-CO-0-CO- 9.17 9.05 153.71 152.5
—+——€H-CO-O- 169.39 169.5
| —=€H,-CO-0O- 170.51 171
T—— THF 1.84y3.73 1.75y3.6

Tabla 1. Desplazamientos teoricos y experimentales para la molécula de BCA-NCA.

Sintesis del Poli(3-Bencil-L-Aspartato) sobre Poli(etilen-glicol) (PEG-PBLA)

La metodologia para sintetizar esta estructura resultd ser acertada obteniéndose el PEG-
PBLA en forma de polvo blanco. El rendimiento fue del 86.7%, calculado mediante la ecuacion

(1).

100% de Rendimiento = Peso del PEG + Peso del BCA-NCA * 0.823  Ecuacion (1)

Para verificar la composicion del producto se utilizé un anélisis de RMN. Especificamente,
el andlisis de RMN de proton permite comparar el area de los picos correspondientes a los
protones metilénicos del PEG (-OCH,CH,, 6 = 3.6) y los protones bencilicos del PBLA
(COOCH,C¢Hs, & = 5.0; PBLA) P!, Mediante esta comparacion es posible conocer el namero de
unidades de PBLA, dado un nimero determinado de unidades de PEG.

En el espectro experimental (Figura 2) el pico a 3.574 ppm corresponde a los 4 protones
metilénicos del PEG; el pico a 4.965 ppm corresponde a los 2 protones bencilicos de PBLA.
Tomando en cuenta que el espectro muestra una unidad de integracion de PBLA por cada 12.161
unidades de integracion de PEG, se tiene la relacion PBLA/PEG = 0.1645. Considerando que el
PEG utilizado (Mw = 5000 ) contiene 114 unidades, se obtiene que, bajo las condiciones de
reaccion indicadas anteriormente, se lograron afiadir 18.75 unidades de PBLA, en promedio. Esto
da una aproximacion del 98.7% con respecto a las 19 unidades planeadas.
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Figura 2. Espectro 'H-RMN del PEG-PBLA
Conclusiones

Se obtuvo BCA-NCA a partir de la carboxilaciéon del BCA, mediante el método tradicional,
utilizando trifosgeno. Mediante los analisis IR y RMN 'H y °C se obtuvo evidencia clara de la
existencia de este producto. El rendimiento fue del 81%. También se obtuvo PEG-PBLA
polimerizando el BCA-NCA sobre una cadena de mPEG-NH,. El rendimiento obtenido fue del
86.7%. Las evidencias experimentales presentadas en este trabajo sugieren que la sintesis se llevd
a cabo adecuadamente, obteniéndose una aproximacion del 98.7% con respecto a las unidades
planeadas. De estos resultados podemos mencionar que el polimero sintetizado es una opcién
para su uso como portador de medicamentos.
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RESUMEN

Con el avance del conocimiento de las interacciones presentes en el sistema quitosan-caseinato de
sodio (CTS-SC) se pretendié aprovechar las propiedades de ambos biopolimeros para fabricar una
pelicula biodegradable, insoluble en agua y de bajo costo. Se mejor6d considerablemente la fuerza
tensil de la pelicula CTS-SC (93.1MPa) aunque ésta fue poco flexible (35.17%E). La pelicula CTS-
SC fue menos permeable al vapor de agua que sus componentes individuales (2.10 x 10" mol.m.m"
257" Pa). Mediante el uso espectroscopia optica se observd que las peliculas estaban constituidas
por granulos conglomerados de forma irregular. En la espectroscopia de IR se encontraron cambios
en las longitudes de onda de las bandas amida I y amida II que se pueden atribuir a la formacion de
puentes de hidrogeno entre ambos componentes. A través de la espectroscopia de RMN se confirmé
la presencia de puentes de hidrogeno entre el CTS y SC, puesto que se detectaron cambios en los
desplazamientos quimicos del C-2 de la unidad estructural del CTS.

PALABRAS CLAVE: quitosan, caseinato de sodio, puentes de hidrogeno, fuerza tensil.
1. INTRODUCCION

Los biopolimeros son macromoléculas generadas a partir de recursos naturales renovables y en
general son biodegradables y no toxicos. Estos pueden ser producidos por sistemas bioldgicos (Vg.
microorganismos, plantas y animales), o sintetizados quimicamente a partir materiales biologicos
(Vg. azucar, almidon, grasas naturales, aceites, etc. [1].

La mezcla de biopolimeros es uno de los métodos mas efectivos para obtener nuevos materiales
poliméricos con propiedades bioldgicas y mecanicas deseables para la industria, que a su vez puedan
representar una alternativa para sustituir los polimeros de origen sintético [2].

El quito san (CTS) es un polisacarido ampliamente distribuido en la naturaleza que se ha mezclado
con varios polimeros naturales, especificamente con polisacaridos (Vg. la xantana, el acido
hialurénico, la celulosa, la agarosa y alginatos) y proteinas. Mucho del potencial del quitosan se basa
en su naturaleza cationica y alta densidad de carga en solucion, esta densidad de carga le permite
formar complejos polielectrolitos insolubles en agua con una gran cantidad de polimeros anionicos
solubles en agua [3].

El caseinato de sodio (SC) es un polimero anionico soluble en agua, de bajo costo, tiene la capacidad
de absorber agua y de gelificar.
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El SC se ha empleado para elaborar peliculas a partir de soluciones acuosas debido a su capacidad de
formar enlaces de hidrégeno y de tener interacciones electrostaticas e hidrofobas. En general el SC
forma peliculas quebradizas y altamente solubles en agua lo que puede ser desventajoso en algunas
aplicaciones [4].

Por lo anterior, el SC es un candidato adecuado para mezclarse con CTS con el propdsito de obtener
una pelicula insoluble en agua que sea producto de la interaccion quimica quitosan-caseinato de
sodio (CTS-SC).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Los materiales empleados fueron grado reactivo. Se utilizé caseinato de sodio (Sigma-Aldrich C-
8654) y quitosan derivado del caparazon de cangrejo de peso molecular medio y con un grado de
desacetilacion mayor de 85% (Sigma-Aldrich);

2.2 Métodos

2.2.1 Elaboracion peliculas.

Para la elaboracion de las peliculas, se mezcld en una proporcién de 1:1, una solucion de CTS
1.5%(w/v) pH=6 con una soluciéon de SC 1.5% (w/v) pH=8. Mediante agitacion constante se
adiciono gota a gota la solucion de SC a la solucion de CTS, la mezcla se vertid en cajas petri de
plastico de 10cm de didmetro y se secaron las peliculas durante 36 h a 40°C. De esta forma se obtuvo
una pelicula que se separé facilmente del soporte de la caja petri.

2.2.2 Propiedades mecanicas.

Las pruebas mecanicas de las peliculas fueron determinadas con una maquina universal Texture
Analyser (TA-XT2 Stable Micro Systems, UK). Mediante el procedimiento estandarizado ASTM D
882-88 [5] se determino la fuerza tensil (MPa) y el porcentaje de elongacion de las peliculas
elaboradas. Un total de cuatro muestras de cada tipo de pelicula fue evaluado.

2.2.3 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)
La transferencia de vapor de agua a través de una pelicula se calcul6d utilizando el método
gravimétrico ASTM E96-80 [6]. La permeabilidad al vapor de agua se calculd con las siguientes
formulas.

AW -x

[/ |
At-A-Ap o

Donde AW es la pérdida de peso de la celda de permeabilidad (g),A¢ es el tiempo transcurrido
durante el andlisis (dias), A es la superficie expuesta de la pelicula (g), x es el espesor de la pelicula
(m), Ap es la diferencia de presion en el vapor de agua (mmHg)

2.2.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
Se recubrieron con oro las peliculas y se realizaron observaciones con 500 y 5000 aumentos en un

microscopio electroénico de barrido ambiental con microsonda de analisis quimico elemental (Philips
XL30 ESEM).
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2.2.5 Espectroscopia de infrarrojo.
Las peliculas se analizaron con un equipo Perkin Elmer Modelo Spectrum One con una resolucion
de 4cm™ y con 60 barridos por cada espectro.

2.2.6 Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
Las mediciones se llevaron a cabo en un equipo de alta resolucién en solidos > C RMN.

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Fuerza tensil

La fuerza tensil de la pelicula de CTS-SC (93.1MPa) superd los valores reportados de sus
componentes individuales (CTS 50.96MPa y SC 18.2MPa). Este incremento se atribuy6 a la fuerte
interaccion quimica de ambos biopolimeros. Xiao et al., (1999) [7]. observaron el mismo fenémeno
en la preparacion de peliculas de quitosan-konjac glucomanan donde la fuerza tensil se mejord por la
mezcla de ambos compuestos (72.5MPa), ya que se formaron de puentes de hidrogeno
intermoleculares. Se encontr6 que las propiedades de fuerza tensil de las peliculas CTS-SC son muy
similares a las encontradas para el policloruro de vinilo (93.2MPa) [4].

3.2 Porcentaje de elongacion (%E)

El porcentaje de elongacion de la pelicula CTS-SC (35.17%) presentd un valor menor a la pelicula
de CTS (45.67%) pero mayor a la pelicula de SC (3.06). La razén por la cual disminuyé el
porcentaje de elongacion de ésta pelicula se puede atribuir a la baja continuidad de la red polimérica
ya que como se observd en las micrografias la red polimérica es heterogénea Este mismo efecto fue
observado en peliculas de caseinato de sodio-grasa [8].

3.3 Permeabilidad al vapor de agua.

La permeabilidad de las peliculas de CTS y SC fue de 1.69x10™""y de 2.36 1.69x10™"" mol.m.m™.s”
! Pa!, respectivamente. Por su parte, la pelicula CTS-SC resulto ser menos permeable puesto que
tuvo un valor de 2.10 x 10" mol.m.m™.s.Pa”’. Este comportamiento fue ocasionado por la red
polimérica compacta que se formd entre ambos componentes, que no fue mas que producto de las
interacciones quimicas entre el CTS-SC.

3.4 SEM
De las micrografias se encontrdé que la superficie de las peliculas es heterogénea debido a que esta
conformada por pequefios granulos de forma irregular, cuyo tamafio oscila en Spm.

3.5 Espectroscopia de IR

En la comparacion del espectro IR de la pelicula de CTS-SC con sus componentes individuales se
observo que la banda de absorcidon correspondiente a las vibraciones de estiramiento de los grupos
O-H y N-H cambi6 hacia bajos niimeros de onda (3289cm™), esto fue debido a la presencia de
grupos O-H y N-H del caseinato de sodio y de los grupos O-H provenientes agua de absorbida que
permitié la formacion de enlaces de hidrogenos inter- e intramoleculares con los grupos C=0 del
quitosan y del caseinato de sodio. En el mismo espectro del CTS-SC se encontrd un aumento en la
frecuencia y una mayor resolucion de las senales provenientes de las vibraciones de estiramiento
simétrica (1569cm™) y asimétrica (1411cm™) de los grupos carboxilato del caseinato de sodio y por
su parte la banda amida I se resuelve con mayor claridad.
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Por lo tanto, es muy probable que se hayan desarrollado fuertes interacciones atractivas entre los
grupos carboxilato del caseinato y los grupos amida del quitosan. Este mismo efecto fue observado
en la mezcla de quitosan-gelatina donde diminuy6 el nimero de onda de las bandas de carbonilo y
amino, formandose un complejo polielectrolitico entre ambos compuestos [9].

3.6 RMN.

Los espectros de RMN de las peliculas preparadas mostraron un patrén muy similar al espectro del
CTS puro, lo que indico que las peliculas preparadas no sufrieron modificaciones estructurales
considerables. Se observd una diferencia notable en el desplazamiento quimico del C-2 (desde
57.697 a 56.669ppm) de la unidad estructural del CTS, lo que indico un cambio en su entorné
quimico ocasionado probablemente por la formacién de puentes de hidrogeno entre el grupo amino
pendiente de dicho carbono con un sustrato electronegativo.

4. CONCLUSIONES

Existié una fuerte interaccion quimica entre el CTS y el SC, lo que permitié formaciéon de peliculas
con baja permeabilidad al vapor de agua asi como con adecuadas propiedades mecénicas; cualidades
que pueden ser aprovechadas para su aplicacion como biomaterial o como material de empaque.

5. BIBLIOGRAFIA

[1] Biopolymers Volume 1 Ligning, humic substances and coal, edited by E.J Vandamme, S. De
Baets, and A. Steinbuchel. Wiley-VCH, ¢2001

[2] Cheng, M. et al., Study on physical properties and nerve cell affinity of composite films from
chitosan and gelatin solutions. Biomaterials 24 (2003) 2871-2880

[3] Mao, J.S. et al,, The properties of chitosan-gelatin membranes and scaffolds modified with
hyaluronic acid by different methods. Biomaterial 24 (2003) 1621-1629

[4] Pérez-Pérez. M.C. Structure et properties mécaniques et de transferi des films comestibles 4 base
de caseinate de sodium. Tesis para obtener grado de doctor en ciencias. Institut national
polytechnique de Lorraine. 2001

[5] ASTM.1989. Tensile Properties of Thin plastic Sheeting, Annual Book of ASTM Standards; D
882-88, American Society for Testing and Materials: Philadelphia, PA.

[6] ASTM. 1980. Standard test method for water vapor transmission of materials. ASTM B. of
Standards, E96-80, American Society for Testing and Materials, Philadelphia, PA.

[7] Xiao, C. et al., Blend films from chitosan and konjac glucomannan solutions. J. Appl. Polym Sci.
76 (1999) 509-515

[8].Khwaldia et al., Mechanical and barrier propierties of sodium caseinate-anhydrous milk fat
edible films. International Journal of Food Science and Technology 39 (2004): 403-411

[9] Yin, Y.J.; Yao, K.D., Cheng, G.X. y Ma, J.B.; Properties of polyelectrolyte complex films of
chitosan and gelatin, Polym int. 48 (1999):429-433)



Regresa al Indic

| Re. Pag.l | Inicio I | Av. Pag.l

Aplicacion de quitosan como agente antimicrobiano en calzado
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El pie de atleta es una de las micosis superficiales
clasificadas como dermatofitosis o tifias. Estas son
producidas por los hongos denominados dermatofitos,
que incluyen las especies Trichophyton, Microsporum
y Epidermophyton. En el caso del pie de atleta, el
hongo que lo produce es el Tinea pedis, que se
desarrolla principalmente en lugares -calientes y
humedos. El sudor del pie produce el tipo de ambiente
humedo y caliente que necesita el hongo, Tinea pedis,
para desarrollarse.

En vista de que la mayoria de personas utilizan zapatos
cerrados y hechos de material sintético que mantienen
la humedad y evitan que el pie respire, hay un mayor
riesgo de contraer algin tipo de micosis en especial el
pie de atleta. Por esta razon se plantea en este trabajo la
incorporacion de un biopolimero como el quitosan en
la fabricacion de plantillas, pues se conoce el efecto
antimicrobiano de este biopolimero.

La quitosan es un polimero policationico que contiene
unidades de glucosamina y se obtiene a partir de la
quitina de céscara de crustaceos por desacetilacion
alcalina (1).

El uso de la quitosan es limitado debido a su
insolubilidad en agua, alta viscosidad y tendencia a
coagular con proteinas a pH's altos (1). Por esta razon
el trabajo describe un método para modificar el
quitosan con anhidrido maléico. (Figura 1)

El quitosan modificado se hizo reaccionar con el doble
enlace presente en el hule natural asi como en SBR
carboxilado, materiales con el que se pueden

desarrollar plantillas para calzado.
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Figura 1. Modificacion de quitosan con anhidrido maleico

La actividad antimicrobiana de la quitosana ha sido
observada en una gran variedad de hongos, algas y
bacterias (2). Sin embargo, dicha accion esta
influenciada por factores intrinsecos tales como el tipo
de quitosan, el grado de polimerizacion, los grupos
quimicos ligados a la molécula, el huesped, los
componentes de los nutrientes para el sustrato, las
condiciones ambientales, entre otros. Aunque el
quitosan nativo y sus derivados son efectivos como
agentes antimicrobianos hay clara diferencia entre
ellos, de hecho la quitosana oligomérica tiene un mejor
efecto antifungicida que bactericida (3-4).

En este trabajo se realizaron pruebas con Tinea pedis
encontrandose que el quitosan modificado tiene efecto

fungicida.
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