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RESUMEN

Se realiz6 la modificacion quimica de quitosano (CH) proveniente de conchas de camardn (Litopenaeus
vannamei) con aminodacidos: L-leucina (Leu) y L-tirosina (Tyr), con el fin de variar algunas de sus propiedades
fisicas y quimicas, y ampliar su uso en la fabricacion de peliculas y andamios, potenciando las aplicaciones del
quitosano en areas biomédicas y farmacoldgicas. Los derivados (CH-Leu y CH-Tyr) fueron caracterizados
mediante estudios de espectroscopia infrarrojo (ATR-FTIR) para verificar la estructura de los productos
modificados y las propiedades térmicas fueron analizadas mediante termogravimetria (TGA). Se realizaron
ensayos de solubilidad, donde se observd que los derivados obtenidos son solubles en disoluciones acuosas a
valores de pH neutro y alcalino, a diferencia del quitosano que solo es soluble bajo condiciones de pH &cido. La
citotoxicidad de los derivados fue analizada mediante ensayos de hemocompatibilidad con eritrocitos humanos.
Posteriormente se realizaron membranas a partir de los derivados de CH-Leu y CH-Tyr, y se determiné el angulo
de contacto. El proceso de biodegradabilidad en membranas se estudio a través de procesos de hidrélisis en H,O
y buffer fosfato salino (PBS), pH 7,4 a 37°C durante intervalos de tiempo de 24, 72 y 168 h. Los andamios fueron
preparados usando la técnica de electrospinning al preparar una mezcla entre poli(vinil alcohol) (PVA) y los
derivados de CH (dada la solubilidad mostrada en agua), y la morfologia de las fibras fue estudiada mediante
microscopia electronica de barrido (MEB). En general, los resultados obtenidos por FTIR, TGA y MEB sirvieron
como herramientas para verificar la modificacion, y estos derivados permiten ampliar las propiedades fisicas y
quimicas del quitosano puro, principalmente en cuanto a su solubilidad, permitiendo que este novedoso
biomaterial sea empleado en multiples aplicaciones, resaltando que pueden ser mezclados con fases poliméricas
sintéticas lo cual abre ventanas para el uso de este interesante biopolimero.
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ABSTRACT

The chemical modification of chitosan (CH) from shrimp shells (Litopenaeus vannamei) was performed with
amino acids: L-leucine (Leu) and L-tyrosine (Tyr), in order to change some of its physical and chemical
properties, which allow the enhancement of the applications of chitosan in biomedical and pharmacological areas.
The characterization of chitosan derivatives (CH-CH-Leu and Tyr) was performed by infrared spectroscopy
studies (ATR-FTIR) to verify the new structure of the modified compounds. The thermal stability was analyzed
by thermogravimetry (TGA). Solubility tests were carried out, where it was observed that the obtained
derivatives are soluble in aqueous solutions at neutral and alkaline pH values, unlike the chitosan that is only
soluble under acid pH conditions. The cytotoxicity of the derivatives was analyzed by hemocompatibility tests
with human erythrocytes. Subsequently, membranes were obtain from the derivatives of CH-Leu and CH-Tyr,
and contact angle was measured. The process of biodegradability in these membranes was studied through
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hydrolysis processes in H,O and phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4 at 37°C during time intervals of 24, 72
and 168 h. Scaffolds were prepared using the electrospinning technique to be able to prepare a mixture between
poly (vinyl alcohol) (PVA) and CH derivatives (given their solubility in water) and the morphology was studied
using scanning electron microscopy (SEM). In general, FTIR spectroscopy, TGA thermal analysis and SEM
served as tools to verify the modification, and these derivatives allow to expand the physical and chemical
properties of neat chitosan, mainly in terms of its solubility, allowing this novel biomaterial to be used in multiple
applications, highlighting that they can be mixed with synthetic polymer phases which opens windows for the use
of this interesting biopolymer.

Keywords: Chitosan, L-leucine, L-tyrosine, chemical modification, polyblends.

1. INTRODUCCION

Actualmente, los polimeros naturales representan una opcion viable para la obtencion de nuevos biomateriales
[1]. Entre los derivados poliméricos naturales se presta especial atencién a un derivado de la quitina, el quitosano;
el cual es un polimero semisintético de la familia de las poliaminoglucosas obtenido por desacetilacién parcial de
la quitina [2] [3]. Quimicamente, se trata de un polimero lineal compuesto por unidades ensambladas
covalentemente de D-glucosamina (unidad desacetilada) unida aleatoriamente a la N-acetil-D-glucosamina
(unidad acetilada). Cuando el ndmero de unidades desacetiladas en la quitina es > 50%, pasa de ser
completamente insoluble a soluble en medios acuosos acidos, siendo entonces considerado quitosano [4] [5] [6].
Sin embargo, la pobre solubilidad del quitosano cuando el pH es mayor a 6,5 es un grave inconveniente en
muchas de sus aplicaciones potenciales. Motivo por el cual se ha incrementado el interés en modificarlo para
mejorar sus propiedades y desarrollar productos seguros y eficientes [7] [8] [9] [10].

Cuando se hace referencia a la modificacion de un compuesto, esto implica la modificacién estructural
haciendo uso de métodos quimicos, fisicos o biolégicos para obtener numerosos derivados del producto de
partida [11]. En el caso de las cadenas de quitosano, se pueden realizar modificaciones quimicas gracias a la
presencia de los grupos funcionales amino (-NH,), hidroxilo (-OH) y N-acetilo (-NH-CO-CHz;), como se muestra
en la figura 1. Algunas de las modificaciones que se pueden realizar en el quitosano son: fosforilacion [12] [13],
sulfonacion [14] [15], tiolacion [16] [17], cuaternizacion [18] [19] [20], alquilacién [21] [22], acilacion [21] [23],
copolimerizacion [24] [25] [26] [27], entre otras. Todo esto con el objetivo de promover una nueva aplicabilidad
al biopolimero o mejorar sus propiedades intrinsecas [5] [28] [29].
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Figura 1: Reacciones quimicas que permiten modificar las caracteristicas y propiedades del quitosano en funcién de sus
grupos funcionales reactivos.



(=) X CARRERO, M.; BARBOSA, R.; FOOK, M., et al. revista Matéria, v. 24, n. 3, 2019.

Ejemplo de estas modificaciones es la sintesis de derivados de quitosano con aminodacidos, donde se ha
reportado que el acoplamiento de estos en la cadena principal del quitosano mejora sus propiedades
fisicoquimicas como la solubilidad y mucoadhesividad, y da lugar a algunas caracteristicas sinérgicas interesantes
para su uso en la administracion de farmacos y regeneracion de tejidos, asi como otras propiedades biomédicas
potencialmente Utiles tales como actividad antimicrobiana y anticoagulante [30]. Asi mismo, se ha descrito en la
literatura el uso de quitosano, o sus derivados, mezclado con polimeros sintéticos para obtener materiales con
propiedades mejoradas a la de los polimero de partida por separado [31] [32]. Pudiendo obtener membranas o
fibras para un sinfin de aplicaciones biomédicas, como: regeneracion de tejidos [33], apdsitos para heridas y
liberacién de farmacos [34], entre otras. De alli el interés en modificar quimicamente el quitosano con algunos
aminodacidos. En esta investigacion se han seleccionado los siguientes: L-leucina y L-tirosina, dado que poseen en
su grupo lateral una cadena alifatica o anillo aromatico, respectivamente, que pueden cambiar algunas
propiedades de interés, sobre todo la solubilidad y la posibilidad de ser usado como fase dispersa en la
preparacion de polimezclas con polimeros sintéticos, como serd evidenciado mediante la técnica de
electrospinning.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

El quitosano (CH) empleado tiene un grado de desacetilacion mayor a 90% y un peso molecular viscosimétrico
(Mw) de 1,8x10° g/mol. Fue extraido de conchas de camardn de la especie Litopenaeus vannamei y suministrado
por el Laboratorio de Desarrollo y Evaluacion de Biomateriales-CERTBIO. Para la modificacién se usé N,N-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), &cido acético, L-Leucina (Leu) y L-Tirosina (Tyr) de Sigma Aldrich. Para la
preparacion de la polimezcla se usé poli(vinil alcohol) (PVA) (Mw 1,4x10° g/mol) de Himedia. Etanol de
Riedel-de Haén. Tritén X-100 de Scharlau Chemie. Todos los reactivos empleados son de grado analitico.

2.2 Sintesis de los derivados de quitosano con aminoacidos

La reaccién de conjugacion de los aminoacidos con quitosano para la preparacion de los derivados se llevé a cabo
mediante un acoplamiento directo en presencia de DCC, entre los grupos amino libres del quitosano y el &cido
carboxilico de los aminoéacidos, como se muestra en la figura 2 [35] [36] [37]. Inicialmente se prepar6é una
solucion etandlica de DCC/Tyr o DCC/Leu (proporcién 1:1). Dicha solucién se mantuvo en agitacién constante
por 20 min a 60°C para activar los grupos carbonilo presentes en el aminoécido. Una vez activado el aminoacido,
se adiciond gota a gota sobre una solucién de quitosano al 1% (p/v) en &cido acético al 1% (v/v). La solucién
final se mantuvo en agitacién constante por 24 h a temperatura ambiente.
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Figura 2: Reaccion de quitosano con aminoacidos (Tyr o Leu) en presencia de DCC

Terminada la reaccion, todo el producto fue vertido en membranas de latex para dializarse por 48 h en
agua desionizada a temperatura ambiente. El agua de la diélisis fue sustituida cada 12 h. Culminada la dialisis se
adicion6 acetona fria al contenido de las membranas para precipitar el gel de quitosano. Se decantd el
sobrenadante y el gel se lav por triplicado con etanol y agua. Una vez purificado cada derivado, CH-Tyr o CH-
Leu, se congeld y fue liofilizado para su posterior caracterizacion.

2.3 Caracterizacion de CH-Tyr y CH-Leu

2.3.1 Espectroscopia ATR-FTIR

La espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) se realiz6 en un equipo Perkin Elmer (modelo
spectrum 400) acoplado a un cristal de Reflectancia Total Atenuada (ATR) de ZnSe, realizando 32 barridos a 4
cm resolucién, entre 4000-600 cm™. Los espectros se graficaron usando el programa OriginPro.

2.3.2 Test de solubilidad

Como ya se menciong, el quitosano presenta una solubilidad limitada a medios acuosos &cidos, restringiendo la
posibilidad de trabajar con este en soluciones a pH neutro, basico, o bien en solventes organicos. Es por ello que
una vez realizada la modificacion se procedié a la evaluacion de la solubilidad de CH-Tyr y CH-Leu en
soluciones acuosas a pH &cido (pH 3,0), neutro (pH 7,0) y béasico (pH 10,0).

2.3.3 Andlisis térmico

El comportamiento térmico del quitosano puro y de los conjugados CH-Tyr y CH-Leu fue estudiado en un
Mettler Toledo (modelo TGA/SDTA851) en un rango de temperatura de 25-600°C a una velocidad de
calentamiento de 20°C/min, lo cual permitié monitorear los cambios fisicos y quimicos en este tipo de
biopolimero. La atmésfera se mantuvo con un flujo de N, (g) a 40 mL/min.
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2.4. Preparacién de membranas

Una vez verificada la solubilidad de los derivados en soluciones acuosas, la preparacion de las membranas fue
realizada por el método de evaporacion de solvente.

Membrana de quitosano: Para ello se prepar6 una solucion de quitosano al 1% (p/v) en acido acético al
1%. Se mantuvo en agitacion magnética hasta disolver todo el solido (aprox. 30 min). Luego se dispuso la
solucién en céapsulas de Petri hasta cubrir el fondo de la misma y se dejé secando a temperatura ambiente durante
5 dias. Una vez seca la pelicula, se despegaron de las capsulas y se neutralizaron sumergiéndolas en una solucion
de NaOH 1 M por 30 s. Finalmente se lavaron sumergiéndolas en agua nanopura durante 2 min [38].

Membranas de los derivados: Se prepararon a partir de una solucién a 1% (p/v) en H,O destilada (pH
6,1). Igualmente se agito hasta disolver por completo el sélido (aprox. 5 min), seguido se agregé la solucién en
capsulas de Petri y se dejaron secar a temperatura ambiente durante 5 dias.

2.5. Angulo de contacto

Una vez verificado el proceso de preparacién de las membranas, se procedié a medir el angulo de contacto, con el
fin de estudiar como varia el caracter hidrofébico del quitosano una vez realizada la modificacién con L-tirosina
y L-leucina. También se verificd la formacion de membranas a partir de las polimezclas a base de PVA con CHy
sus derivados.

El ensayo consistié en preparar peliculas de dichas soluciones acuosas sobre laminas porta objetos de
vidrio. Las soluciones poliméricas de CH, CH-Tyr, CH-Leu estaban al 1% p/v y las mezclas con PVA, se
describen en la tabla 1. Para garantizar un buen mezclado, se dejaron bajo agitacion magnética por 2 h a
temperatura ambiente.

Formadas las peliculas, se dispuso una gota de H,O (20 uL), y se hizo el respectivo registro fotografico,
para posteriormente medir el angulo sobre la superficie del material. El estudio se realiz6 por triplicado y el
angulo formado por el solvente sobre la membrana fue analizado empleando el programa Digimizer.

Tabla 1: Concentracion de soluciones empleadas para obtener peliculas a partir de la mezcla de PVA:CH, PVA:CH-Tyr y
PVA:CH-Leu

Concentracion (p/v) Solvente
PVAJ/CH (100/0) 8% H,0
PVA/CH (0/100) 2% Acido acético al 1%
PVA/CH-Tyr (80/20) 2% H,0
PVA/CH-Leu (80/20) 2% H,0

2.6. Degradacioén

El porcentaje de degradacién de las membranas de CH, CH-Tyr y CH-Leu se estudi6 incubando las muestras en
H,O y buffer fosfato salino (PBS, pH 7,4) a 37°C durante intervalos de tiempo de 24, 72 y 168 h. Culminada la
incubacién, las muestras fueron lavadas cuidadosamente con agua nanopura para retirar los iones que pudieron
ser absorbidos en la superficie de la membrana y luego se secaron (estufa a 40°C) y pesaron. El procedimiento
fue disefiado variando algunas condiciones del trabajo realizado por SOWJANYA et al. [39] y TRONCI et
al.[40]. Este procedimiento fue realizado por triplicado y el porcentaje de degradacion de calculd siguiendo la
ecuacion 1 a continuacion:

Degradacién (%) = % x 100 1)

o

donde: M, es la masa inicial de la membrana y My es la masa de la membrada degradada.
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2.7. Preparacién de fibras mediante electrospinning

Partiendo de las soluciones descritas en la tabla 1, se procedi6 a la preparacion de membranas porosas a partir de
las polimezclas de PVA:CH, PVA:CH-Tyr y PVA:CH-Leu, en proporcién 80:20, empleando la técnica de
electrohilado o electrospinning. Se emple6 un equipo electrospinning de configuracion vertical, con un voltaje de
30 kV y la distancia punta-colector de 12,5 cm, a temperatura y humedad relativa ambiental.

2.8. Estudio morfolégico de fibras

La morfologia de las membranas obtenidas por electrospinning se estudié usando un Microscopio Electrénico de
Barrido marca JEOL modelo JSM-6390. Previo al andlisis, se recubrieron las muestras con una capa fina de oro
en un equipo de metalizacion marca Balzars-SCD 030. El diametro de las fibras fue analizado empleando el
programa Digimizer.

2.9. Estudio de hemocompatibilidad

La evaluacion de hemocompatibilidad se realizd estudiando la interaccion entre el CH y sus derivados N-acilados
con eritrocitos humanos. Primero se recogi6 sangre humana en tubos recubiertos con una solucién de sal disodica
de &cido etilendiaminotetraacético 0,5 M (EDTA-Na,) como anticoagulante. Los eritrocitos se obtuvieron
centrifugando la sangre a 1500 rpm durante 10 min y el sedimento se lavd tres veces usando una solucién
isotonica de NaCl al 0,9%. Posteriormente los eritrocitos se suspendieron en PBS (pH 7,4) a una concentracion
final de 2,5%.

La actividad hemolitica del quitosano puro y los derivados CH-Tyr y CH-Leu se evalué a concentraciones
crecientes (25, 50, 100, 200 y 500 pg/mL). Este ensayo tambien se realizd sobre las membranas obtenidas
mediante electrospinning, usando recuadros de 1 cm?. Finalmente, se adiciond los eritrocitos suspendidos en PBS
(800 uL) a la muestra problema (200 pL), para luego ser incubadas en una estufa a 37°C durante 1 h.

Para este estudio se considerd el tratamiento con PBS como control negativo (0% hemolisis) vy el
tratamiento con solucién de Triton X-100 al 1% (v/v) como control positivo (100% hemolisis). Transcurridos la
incubacidn, las muestras se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min y se midié la absorbancia del sobrenadante
a 540 nm usando un espectrofotémetro UV marca HP AGILENT modelo 8452 con arreglo de diodo. El
porcentaje de hemdlisis se calculé usando la ecuacién 2.

Hemo6lisis (%) = ~polimero™ APBs o 19 @)
ATriténx— APBS
Donde, Apimero €S la absorbancia a 540 nm de las muestras poliméricas estudiadas, Apgs €s la
absorbancia a 540 nm de la muestra tratada con PBS (pH 7,4) y Atitenx €S la absorbancia a 540 nm de la muestra
tratada con triton X-100 al 1%. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

El analisis por microscopia dptica de los eritrocitos luego de la incubacion se realiz6 para observar los
posibles cambios morfoldgicos, usando un microscopio marca Leica (modelo DM2500) y aumento de 100 X. Las
imagenes fueron capturadas con una camara Celestron de 2 MP acoplada al microscopio. El disefio experimental
fue basado en los trabajos publicados por EVANS et al. [41], SARWAR et al. [42], SHARMA y SINGH [43] y
TAMER et al. [38].

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion de los derivados de quitosano CH-Tyr y CH-Leu

3.1.1 Espectroscopia FTIR

La caracterizacion consistio en un estudio por FTIR, para evidenciar la aparicion o desaparicién de bandas
producto de la formacion o ruptura de enlaces, respectivamente. La figura 3 muestra el espectro FTIR del CH,
CH-Tyr y CH-Leu en la region de 4000-600 cm™ (fig. 3A) y la regién de huella dactilar entre 1800-800 cm™ (fig.
3B). En el espectro del quitosano es posible observar sus bandas caracteristicas [44] [45]: (a) banda ancha entre
los 3300-3500 cm™, correspondiente al enlace -OH y -NH; (b) banda en 3000 cm™ estiramiento -CH; (c) sefial en
1653 cm™ estiramiento del grupo carbonilo (C=0) de la unidad acetilada del polisacarido; y (d) banda cercana a
1000 cm atribuida al estiramiento C-O-C del esqueleto polimérico.
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En cuanto al espectro de los productos de la modificacion, es posible apreciar de forma mas definida las
sefiales entre los 1700-1500 cm™ (ver figura 3B). En esta region se identifican las bandas correspondientes a la
vibracién del grupo carbonilo préxima a 1600 cm™ (sefial amida 1) y la banda correspondiente a la combinacién
de tension entre el C=0 'y la flexién del enlace N-H por encima de los 1500 cm™ (sefial amida 11), las cuales no se
presentan para el quitosano puro. Adicionalmente, en el espectro del CH-Tyr se observa una banda en 1260 cm™
y 797 cm™ correspondientes al enlace -OH del grupo fenol y los enlaces vinilicos del anillo aromético,
respectivamente. Por su parte, en el espectro del CH-Leu se presentan las bandas en 1311 cm™ del grupo
isopropil y en 800 cm™ debido al metileno vecino a grupo isopropil [45] [46] [47].
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Figura 3: Espectro FTIR del CH, CH-Tyr y CH-Leu en la regién de 4000-600 cm™ (A) y la regién de huella
dactilar entre 1800-800 cm™ (B).

3.1.2. Solubilidad

Estudios previos indican la modificacion de quitosano con aminoécidos como L-lisina y L-arginina, para lograr
obtener derivados con solubilidad mejorara en disoluciones acuosas que permitan ampliar el rango de
aplicaciones biomédicas en base a este polisacérido [45] [30]. Partiendo de estos reportes, se evalud la solubilidad
de CH-Tyr y CH-Leu en medios acuosos a diferentes pH, encontrando que ambos derivados son solubles en
disoluciones acuosas a pH acido (pH 3,0), neutro (pH 7,0) y béasico (pH 10,0), como se muestra en la tabla 2. Lo
cual representa una ventaja en comparacion al quitosano puro. Pues permite evitar el uso de solventes &cidos
durante su tratamiento para investigaciones futuras y desarrollo de nuevos biomateriales.

Tabla 2: Solubilidad del CH, CH-Tyr y CH-Leu en H,O destilada y soluciones acuosas a diferentes valores de pH.

Compuesto H,0 § Solucién a pH
estilada Acido (3,0) Neutro (7,0) Basico (10,0)
CH-Tyr S S S S
CH-Leu S S S S

I: insoluble; S: soluble

3.1.3 Andlisis termogravimétrico

En la figura 4 podemos observar el termograma TGA obtenido para las muestras liofilizadas de CH, CH-Tyr y
CH-Leu. En la curva del CH se aprecian dos fases, la primera entre los 50-150°C correspondiente a la perdida de
agua (deshidratacién, lo cual corresponde a una pérdida de alrededor de un 10% de agua), a partir de esa
temperatura se aprecia una cierta estabilidad térmica, que luego se interrumpe, alrededor de los 280°C con una
caida abrupta hasta el intervalo entre los 360-400°C lo cual representa un proceso de descomposicién termo-
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oxidativa que se corresponde a procesos de oxidacion, desacetilacion, y por lo tanto a la degradacién y
descomposicion de la cadena del polisacarido, como ha sido reportado en trabajos anteriores [37].
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Figura 4: Termograma TGA del CH, CH-Tyr y CH-Leu

En cuanto a los derivados, se aprecia un comportamiento diferente, lo cual ya es un indicativo de que
efectivamente el proceso de modificacion se llevd a cabo, ratificando asi lo expuesto en los anlisis
espectroscopicos FTIR. En este caso, se observa una primera fase producto del proceso de deshidratacion
correspondiente a la pérdida de entre 15-25% de agua retenida por la muestra, debido a los grupos funcionales
(-CO-, -NH-) de los aminoéacidos presentes en los derivados lo cual modifica su hidrofobicidad [42]. Este cambio
de hidrofobicidad sera ratificado mas adelante cuando se presente los resultados de angulo de contacto. A partir
de alli, y por encima de los 180°C de igual forma se observa la segunda fase de la termo-descomposicion, que
corresponde no solo a la desacetilacién y oxidacién, sino también al desprendimiento de los grupos injertados a la
cadena del polisacérido [45]; lo cual se agudiza por encima de los 350°C. Se puede inferir que la diferencia
observada entre la curva del CH y las curvas de los derivados, corresponde al grado de insercion ocurrida
producto de la modificacion, y lo cual esta sefialado (<4—P) entre los 550-600°C.

3.2. Angulo de contacto

La hidrofilicidad es un parametro fundamental para determinar el caracter hemocompatible de biomateriales
poliméricos, pues rige el proceso de adsorcion de proteinas sobre la superficie del material después de la
exposicion a la sangre [48] [49]. Estudios indican que durante los primeros minutos de contacto entre el material
y la sangre, la absorcién de proteinas es muy similar entre materiales hidrofilicos e hidrofébicos, pero luego, la
propiedad de adsorcion en superficies hidrofilicas es menor [50] y en consecuencia la formacién de trombos es
baja [49]. En general, se ha demostrado que el aumento de la hidrofilicidad superficial de un material mejora la
biocompatibilidad de los dispositivos médicos, al menos de forma in vitro [51]. De alli el interés en evaluar el
caracter hidrofilico de los derivados de quitosano una vez realizada la modificacién con aminoacido o la mezcla
con PVA.

Tabla 3: Angulo de contacto del CH, CH-Tyr, CH-Leu y de las polimezclas PV A/biopolimero.

Angulo de contacto (°)

Muestra con H,0
CH 70,9+0,7
CH-Tyr 483+13
CH-Leu 46,2+1,9
PVA:CH 62,2+0,6
PVA:CH-Tyr 450+2,3
PVA:CH-Leu 40,3+1,3

PVA 29,713
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A pesar de que el quitosano posee en su unidad estructural grupos funcionales que pueden presentar
afinidad con el agua, la estructura general del mismo, conformado fundamentalmente con anillos tipo azucar y
dado su alto peso molecular, le confieren a este material un caracter mas hidrofébico que hidrofilico. Sin
embargo, como se muestra en la tabla 3, el caracter hidrofébico del quitosano disminuy6 una vez realizada la
modificacion con Tyr o Leu, mostrando un angulo de contacto inferior al del quitosano, y el mismo
comportamiento se muestra en las polimezclas. En el caso de las polimezclas el valor del dngulo de contacto se
encuentra por encima del PVA (altamente hidrofilico) pero por debajo del quitosano (hidrofébico). Como se
aprecia, el CH tiene un componente hidrofébico considerable al presentar un angulo de ~71°, pero al injertar los
aminoacidos a su estructura, este valor desciende a 46-48°, debido a que dichos aminoacidos aportan grupos
funcionales afines al agua como se menciond anteriormente (seccion 3.1.3). Asimismo, al realizar las
polimezclas, la presencia fisica de las cadenas de PVA permite aumentar el nivel de hidrofilicidad debido al
contenido de grupos hidroxilo en el polimero sintético, observando un angulo de contacto entre 40-45°. En
relacion a los valores reportados en la tabla 3, estos corresponden a un promedio entre medidas realizadas a cada
lado del punto de contacto de cada gota dispuesta sobre la superficie de la muestra. Este procedimiento se realizd
por triplicado en cada pelicula (ver seccion 2.5), lo cual permite garantizar la validez de los valores obtenidos.

Estos resultados permiten inferir que las modificaciones realizadas disminuyen el caracter hidrofobico
del quitosano, lo cual podria aumentar la capacidad de hinchamiento de las membranas, asi como mejorar: la
permeabilidad para el vapor de agua y gases, el transporte de fluidos a través de la membrana y la selectividad
para el transporte de sustancias voluminosas y apolares [52]. Por lo tanto, se abre un abanico de posibilidades
para las aplicaciones que podrian tener las membranas preparadas a partir de los derivados sintetizados.
Adicionalmente, se ha descrito en la literatura que peliculas con caracteristicas similares, promueven la absorcion
de lisozimas [53] y, en consecuencia, podria alterar su proceso de degradacién favoreciendo la aplicacion que
pueda tener el material.

3.3 Degradacion

El quitosano es susceptible a factores ambientales como la humedad y temperatura, de igual manera a
condiciones de procesamiento como calentamiento o congelacion, lo que puede causar estrés en su estructura y
conllevar a la degradacion del polimero [9]. Pero, segun la aplicacion especifica que vaya a tener el material, la
velocidad de degradacion juega un papel protagénico, ya que, la cinética de degradacion puede afectar los
procesos celulares, incluyendo el crecimiento celular, la regeneracion de tejido y la respuesta del huésped [54]
[55] [56] o condicionar un sistema para la liberacion de farmacos [9].

En la figura 5 se aprecia como una vez realizada la modificacién se ve alterada la degradacién
hidrolitica del quitosano a 37°C, tanto en H,O como en PBS. Durante las primeras 72 h de estudio, el quitosano
no presenta ninguna evidencia de degradacién, mientras que los derivados superan el 10% de degradacion.
Transcurridas 168 h, se ve como la degradacién de los derivados supera el 20% de pérdida de masa, mientras que
el quitosano puro no alcanza el 10%. A pesar de que los derivados mostraron una alta solubilidad en solucién
acuosa, se ve que una vez formadas las membranas, y dado el ordenamiento molecular que puede ocurrir durante
el proceso de formacion de las mismas por secado lento, se favorecen las interacciones intra e intermoleculares
entre las cadenas del biopolimero, lo cual hace posible que aln se mantenga cierta estabilidad dimensional, dado
gue luego de una semana (168 h) de la exposicién al medio hidrolitico, ain se mantiene alrededor del 60-70% de
la masa de dichas membranas. Este resultado, nos permite inferir que estos derivados pueden ser empleados para
el disefio de andamios para ingenieria de tejidos o para sistemas de liberacion de farmacos [57].
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Figura 5: Evidencia del proceso de degradacidn por hidroélisis de las membranas de CH, CH-Tyr y CH-Leu en H,O destilada
(pH 6,1) (A) y PBS (pH 7,4) (B) a 37°C en funcidn del tiempo de exposicion al medio hidrolitico.

3.4. Morfologia de las membranas obtenidas mediante electrospinning.

En esta investigacion, no solo es de relevancia verificar los cambios en las propiedades fisica y quimica de los
derivados de quitosano sintetizados, sino también ver la potencialidad de aplicacion que tienen para diferentes
campos. Dentro de la ingenieria de tejidos, los andamios representan estructuras porosas tridimensionales (3D)
fabricadas a partir de polimeros biodegradables, que dan cabida a las células y sirven de soporte mecénico a un
tejido que esta en proceso de recuperacién o regeneracion [58]. Una de las técnicas empleadas para la obtencién
de estructuras tipo andamio es el electrospinning [59], sin embargo, en el caso del quitosano, las fuerzas
repulsivas entre los grupos ionicos dentro del esqueleto polimérico, que surgen debido a la aplicacién de un
campo eléctrico elevado durante el electrospinning y su solubilidad en condiciones &cidas, restringen la
formacion de fibras continuas, favoreciendo la formacién de gotas o perlas, como se muestra en la figura 6. Es
por ello que en la literatura cientifica pocos reportes se han encontrado respecto a la formacion de fibras
continuas de quitosano puro en soluciones acuosas. En cuando a los parametros evaluados para la formacién de
fibras de quitosano puro, se consideré la distancia punta-colector en un rango de 5 a 15 cm vy el voltaje aplicado
se vario desde los 5 hasta los 30 kV.

Figura 6: Microfotografia MEB (izquierda 5000X, derecha 1000X) de una solucion de CH 1% (en &cido acético) donde so6lo
se aprecia la formacion de gotas o perlas, sin evidencia de la formacién de fibras (Voltaje 10 kV, distancia punta-colector de
10 cm).

Para lograr una cierta viscosidad que permita el proceso de formacion de un cono de Taylor estable y
luego la formacién de fibras continuas, fue necesario mezclar el quitosano con una fase polimérica sintética que,
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en este caso, se tratd de PVA. Por otro lado, si la compatibilidad entre la fase CH y PVA es baja, el proceso de
formacion de fibras continuas también se presenta con dificultad. Es por ello que para el caso de los derivados
CH-Leu y CH-Tyr, al ser méas solubles en fase acuosa, se mejora la tension interfacial entre ellos y la fase PVA
permitiendo que la polimezcla pueda presentar mejor compatibilidad entre fases, favoreciendo la viscosidad del
sistema y en consecuencia la formacion de las fibras superpuestas para construir mallas estables mediante esta
interesante técnica, como se evidencia en la figura 7.

En la siguiente figura, se aprecia que fue posible obtener fibras continuas dispuestas aleatoriamente por
capas para el caso de las polimezclas, contrario a lo observado para el CH puro. En dicha figura se tiene que las
fibras de PVA mostraron un diametro promedio de 203 + 63 nm, con la formacién de algunas gotas. No obstante,
al estudiar la morfologia de las fibras de las mezclas, se observa como para la formulacion PVA:CH (80:20)
desaparecen casi por completo estas gotas, presentando un diametro promedio de 140 + 53 nm, con cierta
irregularidad en el didmetro de las mismas. En cuanto a las fibras de los derivados, el diametro promedio de las
fibras fue de 145 £ 73 nm para la mezcla PVA:CH-Tyr y 142 + 46 nm para PVA:CH-Leu, pero reaparece la
formacién de gotas e irregularidad en su diametro. La figura 7 viene acompafiada de los respectivos histogramas
con la distribucién de diametro de fibras.

201-400 =0
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Diametro de fibra (nm)

101-200

301- 400401500 209
Diametro de fibra (nm)

Diametro de fibra (nm)

5000X | 10000X

Figura 7: Micrografias SEM (5000 y 10000 X) y graficos de distribucién de diametro de las fibras de PVA, PVA:CH,
PVA:CH-Tyr y PVA:CH-Leu.
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En general se puede apreciar que al mezclar PVA con quitosano o los derivados en proporcién (80:20)
se logran obtener fibras lisas y continuas dispuestas aleatoriamente formando poros interconectados, para dar
lugar a los denominados andamios, los cuales permiten biomimetizar una matriz extracelular [58] [60], con
potencialidad de uso en la ingenieria de tejidos, o también como sistemas para la liberacién de farmacos.

3.5. Hemocompatibilidad

El quitosano es un polisacarido catiénico que podria interactuar de forma no especifica con la membrana cargada
negativamente de los eritrocitos, pudiendo ocasionar lisis celular seguida de la liberacion de hemoglobina.
Comprometiendo de esta manera la biocompatibilidad del material preparado en base a este biopolimero [43]. Es
por ello que se procedi6 al estudio de la liberacion de hemoglobina de eritrocitos humanos mediante técnicas
espectrofotométricas, para estimar el porcentaje de hemolisis generado por el CH, CH-Tyr y CH-Leu a diferentes
concentraciones, asi como de las membranas producto de la mezcla con PVA. En la figura 8 se observan los
porcentajes de hemélisis obtenidos.
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Figura 8: Porcentaje de hemdlisis en eritrocitos humanos de: (A) CH, CH-Tyr y CH-Leu a diferentes concentraciones y (B)
membranas de CH, PVA, PVA:CH, PVA:CH-Tyr y PVA:CH-Leu.

Segun las normas técnicas internacionales, la ISO 10993-5 (1992) considera biocompatible y por tanto
no citotéxico un material cuando el indice de hemolisis es inferior al 5%. De manera mas detallada la American
Society for Testing and Materials (ASTM F 756-00, 2000), considera que los biomateriales se pueden clasificar
en tres categorias segun su indice hemolitico (% de hemdlisis), es decir: porcentajes de hemolisis superiores al
5% se consideran hemoliticos; mientras que aquellos con indice hemolitico entre 5-2% se clasifican como
levemente hemoliticos y finalmente, cuando el material presenta un porcentaje de hemolisis inferior al 2%, se
considera no hemolitico.

En la figura 8 se observa que el mayor porcentaje de hemdlisis lo presentd el quitosano puro, y esta casi
en el limite del porcentaje de hemdlisis permisible. Este comportamiento se puede atribuir a posibles restos de
acido acético en la muestra. Sin embargo, este valor disminuye una vez realizada la modificacion, debido
posiblemente al menor nimero de grupos aminos libres a los largo de la cadena de quitosano, y que, al ser
solubles en solucion acuosa, no existe la posibilidad de restos de solvente en la muestra, aunado a la disminucion
del caracter hidrofdbico producto de la N-acilacién [61] [48]. En consecuencia, como se muestra en la figura 8A,
tanto el quitosano como los conjugados que fueron sintetizados, pueden ser considerados biomateriales no
hemoliticos, en base a las normas técnicas y segin su concentracion, y se pueden considerar biomateriales
seguros para aplicaciones biomédicas.

En cuanto al estudio de polimezclas, se ha reportado en la literatura que la combinacién de quitosano
con otros polimeros, bien sea naturales o sintéticos, no solo permite obtener nuevos materiales con propiedades
mecanicas y estructurales mejoradas, sino que al mismo tiempo mejora su caracter biocompatible y
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biodegradable [62] [63] [64]. Adicionalmente, estudios indican que materiales con cadenas hidrofilicas e
hidrofobicas permiten obtener biomateriales hemocompatibles pues minimizan los valores del componente polar
y apolar de la energia libre de la interfaz material-sangre [50]. Es por ello, y como podemos ver en la figura 8B,
al mezclar PVA con CH, CH-Tyr o CH-Leu, se presenta una disminucion del indice hemolitico a valores
menores a 2%, lo que permite inferir que los nuevos derivados de quitosano y sus polimezclas con PVA, son
candidatos para el disefio de biomateriales como membranas y andamios.

Adicionalmente, una vez culminado el ensayo de hemélisis para los materiales de partida y los derivados
sintetizados, se procedié al estudio morfoldgico de los eritrocitos a través de microscopia éptica. Donde fue
posible apreciar que tanto el quitosano como sus conjugados a diferentes concentraciones no alteraron la
morfologia celular, como se aprecia en la figura 9.

Figura 9: Imagen de la morfologia celular de los eritrocitos observado por microscopia éptica 100X (imagen inferior) y en la
parte superior se evidencia el aspecto de los tubos eppendorf usados en el ensayo de hemdlisis (de la figura 8). Solucién PBS
como control negativo (0% hemdlisis) y el tratamiento con solucion de Tritdn X-100 al 1% (v/v) como control positivo (100%
hemdlisis).

4. CONCLUSIONES

El presente estudio demuestra que fue posible llevar a cabo la sintesis de dos derivados de quitosano a partir de
una reaccion de N-acilacién para injertar covalentemente los aminoacidos L-tirosina y L-leucina a la cadena del
polisacarido CH, mediante la formacidn de un enlace tipo amida entre los grupos amino libres del quitosano y el
carbonilo del aminodcido. Esta modificacion indujo un cambio en las propiedades fisicas y quimicas de estos
derivados respecto a su precursor. Especificamente, los derivados presentaron una solubilidad mejorada en agua a
pH neutro y alteracién frente a una degradacion hidrolitica, lo cual permite inferir que estos conjugados son
prometedores para fabricar estructuras tipo membranas o andamios con potencialidad de uso para aplicaciones
biomédicas y/o farmacoldgicas. Del mismo modo, se pudo mejorar la compatibilidad entre la fase de cada
derivado y un polimero sintético como el PVA, preparadndose asi polimezclas que pudieron generar fibras
continuas, a partir de la técnica de electrospinning, y formar estructuras tipo andamio 3D para ingenieria de
tejidos. Los resultados de hemocompatibilidad, permiten sustentar la potencialidad de aplicacion para este tipo de
aplicacion.
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