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Resumen: En este articulo se presenta la sintesis y caracterizaciones del copolimero
anfifilico, parcialmente hidrosoluble N-succinil-quitosano, el cual presenta una mayor
solubilidad a un pH de 5, este se sintetiza a partir del polimero no soluble en agua
quitosano de medio peso molecular. Esto con el fin de implementar este derivado del
quitosano para la formacion de nanomicelas transportadoras de farmacos hidréfobos, la
cual se llevé a cabo a través del método de evaporacion de solvente. Las caracterizaciones
del polimero se realizaron empleando espectroscopia de infrarrojo y resonancia magnética
nuclear, cuyo andlisis de resultados indica que mediante el proceso de sintesis empleado
se logro obtener el polimero N-succinil-quitosano soluble en agua a partir del quitosano de
peso molecular medio. Las nanoparticulas poliméricas formadas a partir de éste, se
caracterizaron a través de microscopia electrénica de transmision obteniendo iméagenes de
nanomicelas de un tamafio medio de 70 nm.
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SYNTHESIS OF N-SUCCINYL-CHITOSAN AND FORMATION OF
NANOMICELLES FOR HYDROPHOBIC DRUG DELIVERY

Abstract: This article describes the synthesis and characterization of amphiphilic, partially
water soluble N-succinyl-chitosan, which has a higher solubility at pH 5, this is
synthesized from polymer chitosan which is not soluble in water with medium-molecular
weight, in order to implement this derivative of chitosan for the formation of nanomicelles
as transporters of hydrophobic drugs. The micelles formation was conducted through
solvent evaporation method. Polymer characterizations were performed using infrared
spectroscopy and nuclear magnetic resonance, the analysis results indicate that by the
process of synthesis used from medium molecular weight chitosan, was obtained N-
succinyl-chitosan soluble in water. The polymer nanoparticles formed, were characterized
by transmission electron microscopy. Images of nanomicelles show an average size of 70
nm.
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1. INTRODUCCION

El quitosano se deriva de la desacetilacion de la
quitina y es uno de los polimeros de carbohidratos
abundantes,  renovables, no  toéxicos, 'y
biodegradables (Luo et al. 2011). EI quitosano
con altos grados de desacetilacion no es soluble
en agua debido a la fuerte union de hidrégeno
intermolecular, haciéndolo inapropiado para ser
empleado en sistemas vivos. Por esta razén se
realiza la modificacion en los enlaces -OH y -NH;
para mejorar su solubilidad en agua (Aiping et al.,
2006).

El derivado N-succinil-quitosano (NSQ) es un
copolimero anfifilico que posee los grupos
hidrofilicos R-CO-R’ y -COOH (provenientes del
anhidrido butanodioico), y grupos (-CH2CH,-),
acetilo y anillos glucosidicos que se comportan
hidrofobicamente. Se ha encontrado que el NSQ
exhibe propiedades biolégicas tales como una
buena solubilidad a diversos pH, no toxicidad,
biocompatibilidad y larga circulacién sistémica
en ratones (Y. Kato, 2004). Por estas razones, el
NSQ es atractivo para aplicaciones en transporte
de farmacos (Cao, et al., 2013; Kato, 2004;
Woraphatphadung et al., 2015), como vehiculo de
suministro de genes para mejorar la solubilidad
del quitosano y transfeccién de genes (E.K. Toh
2011), reconstitucion inmunitaria (Luo et al.
2011), anticoagulantes (Wang et al., 2012), entre
otras.

El presente trabajo se enfoca en la sintesis de éste
polimero ya que su propiedad de anfifilicidad, le
confiere la capacidad de formar estructuras
micelares con un nicleo hidréfobo y corona
hidréfila, lo que las hace solubles en un medio
acuoso como la sangre y a su vez permite
transportar farmacos con tendencia hidréfoba.

Estas micelas han capturado considerable
atencion debido a sus posibles aplicaciones en la
biotecnologia, los nanosensores, administracién
de farmacos y sistemas de transporte de genes.
Ademas, estas pueden someterse a cambios
reversibles en respuesta a determinados estimulos
externos (Yuan et al., 2014). Las micelas
poliméricas aumentan la estabilidad de agentes
farmacéuticos volatiles, de una forma sencilla y
econémica ya que es posible fabricarlas en
grandes cantidades por una multitud de métodos.
También, ofrecen una mejora significativa sobre

los métodos orales e intravenosos tradicionales de
administracion, en términos de eficiencia y
eficacia. Proporciona una mayor concentracion de
agente farmacéutico en una ubicacion deseada
(Nagavarma et al., 2012).

Debido a su estructura quimica, la mayoria de los
farmacos tienden a agregarse en medios acuosos
como resultado de la tendencia de su estructura
hidrofoba para evitar el contacto con las
moléculas de agua. Este estado es uno de los
factores determinantes que pueden dificultar la
eficacia del farmaco in vivo por la disminucién de
su biodisponibilidad (Paszko et al., 2011).

Para lograr la formacion de estas micelas
transportadoras de  farmacos  hidrofobos,
inicialmente se realizd la sintesis del polimero
anfifilico NSQ a partir de quitosano de peso
molecular medio. Se realiz6 la caracterizacion por
espectroscopia de infrarrojo 'y resonancia
magnética nuclear, en las cuales a través del
analisis de los picos obtenidos fue posible
identificar si el producto obtenido corresponde al
NSQ esperado. Para comprobar las propiedades
de hidrosolubilidad se realiz6 una prueba
gravimétrica con la cual se construy6 la curva de
solubilidad a diferentes valores de pH.

Luego se realizé un proceso de formacion de las
micelas por el método de evaporacion de
solvente, con el cual se obtuvieron nanoparticulas
de wun tamafio aproximado de 70 nm,
caracterizadas a través de microscopia electronica
de transmision.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Reactivos

El de quitosano de peso molecular medio, con un
grado de desacetilacion de 85 %, el anhidrido
butanodioico, la acetona y el hidroxido de
sodio fueron  adquiridos en  Sigma-Aldrich
(EEUU).

2.2.Sintesis de N-Succinil-Quitosano

El NSQ se sintetiz6 mediante la reaccion de
Schotten-Baumann entre el quitosano y el
anhidrido butanodioico, alli los grupos amino se
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transformaron en grupos -NH-CO- para formar
una amida.

La sintesis del copolimero anfifilico NSQ, se
realiz6 mezclando 1g de quitosano con 3 g de
anhidrido butanodioico, en 20 ml de acetona y se
agité por 72 horas a temperatura ambiente (Yan,
2006; Zhang et al., 2014). En la Fig. 1 se presenta
el esquema de la sintesis. Al finalizar la reaccion,
se agregaron otros 20 ml de acetona y luego se
precipita la mezcla con 5% (p/v) de hidroxido de
sodio (NaOH). Después, se filtr6 el precipitado
obtenido y se lava tres veces con etanol.
Finalmente se seca bajo vacio a 60°C durante 12
h empleando un evaporador rotatorio (Cao et al.
2013; Aiping et al., 2006).
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Fig. 1. Esquema de la sintesis de NSQ.

2.3.Caracterizaciones

Con el fin de verificar que el material obtenidos
en la sintesis es NSQ, en la Universidad de
Purdue, se realizaron caracterizaciones mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) y resonancia magnética nuclear
(RMN); empleando los espectrémetros Nicolet
Magna 760 y Bruker Avance DRX500
respectivamente. Estas pruebas se realizaron tanto
para el quitosano comercial empleado en la
sintesis como para el compuesto obtenido al final
de la misma.

Para adquirir el espectro FTIR, se ubicd la
muestra en polvo, sin ninguna preparacion previa,
en el porta-muestras y éste en el compartimento
del equipo, el cual se cerr6 herméticamente.

Desde el software se realizd la adquisicién del
fondo (background) y luego se adquiri6 la sefial.
Finalmente, se obtuvo un espectro de reflexion de
las bandas de los grupos funcionales de las
sustancias inorganicas y organicas, por lo cual fue
posible realizar, a través de software, una
identificacion de los materiales y a su vez
comparar varias sefiales grabadas y marcar los
picos de interés.

Las muestras para RMN se prepararon en tubos
para de 5 mm, empleando 0.75 ml de solvente, en
este caso se emple6 agua pesada D.O, y una
cantidad suficiente de muestra para obtener una
concentracion entre 10 y 50 milimolar. Luego el
tubo fue ubicado en el equipo y asegurado.
Finalmente, desde el software se realiz6 la
adquisicion y el procesamiento de los espectros.

Finalmente, se realizd una prueba de solubilidad
usando en el método gravimétrico. En esta, se
realizaron 12 soluciones a 0.02g/ml de NSQ en
agua, ajustando el pH con NaOH (0.1 M) y HCI
(0.1 M) a valores desde 1 hasta 12. Se agitaron
durante 24 horas para obtener una solucion
homogénea. Luego se filtraron con papel filtro
cuyo peso es conocido. Finalmente se pesaron los
filtros con el remanente de NSQ que no se
solubiliz6 y se resta el peso del filtro
correspondiente, para determinar la cantidad de
soluto solubilizado y de esta manera hallar el
porcentaje de solubilidad a cada pH.

2.4.Formacién de micelas poliméricas a
partir de  N-Succinil-Quitosano vy
caracterizacion

Primero se realiz6 una solucion homogénea de
NSQ en agua a pH 5, a la cual se le agregd
tetrahidrofurano (THF) lentamente, en una
proporcion 1:1. Luego se agreg6 a la anterior, una
mezcla de agua (50%) con THF (50%).
Finalmente se dejo evaporar lentamente, durante
3 dias a temperatura ambiente. Luego se
caracterizO0  empleando  un  microscopio
electrénico de transmision FEI Tecnai G2 20
con un voltaje de 120 kV, ademas se se aplicé
tincion negativa para aumentar el contraste de las
nanoestructuras vistas al microscopio, para
aumentar la definicién; se emplearon 0.3 pl de
1% Acido fosfotlingstico (PTA) con pH = 7.2,
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3. RESULTADOS

3.1. Espectroscopia de infrarrojo  por
transformada de Fourier

La Fig. 2 presenta la comparacion de los
espectros FTIR del quitosano y el NSQ
sintetizado. El espectro infrarrojo del quitosano
(azul), presenta los siguientes picos que
caracterizan a este polimero de origen bioldgico:
3367.0 cm corresponde a los grupos —OH, la
banda en 3289.2 cm™ es debida al grupo —NH,
2875.2 cm corresponde al grupo —CH, 1658.2
cm? es debido al grupo —NH, 1386.1 cm?
corresponde al —CH y deformacién del C-CHs,
1114.0 cm? es caracteristico de la tension
antisimétrica del grupo C-O-C y 802.0 cm?
corresponde a la tension —CH de los grupos
anomericos.
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Fig. 2. Comparacion entre los espectros FTIR del
quitosano y el NSQ sintetizado

El espectro del NSQ (rojo), presenta los
siguientes picos que definen la estructura del
polimero: 3395.0 cm™ corresponde al grupo —OH,
3272.0 cm?® al —-NH que conforma la amida
secundaria, el cual es un punto diferencial entre el
quitosano y el NSQ, 2960.5 cm corresponde al —
CH, 1856.8 cm?* corresponde al C=0,

caracteristico a la amida y al acido carboxilico,
también puntos cruciales en la diferenciacion
entre los dos polimeros; 1561.7 cm™ corresponde
al —NH, conformando las aminas que no
alcanzaron a reaccionar para formar la amida
secundaria, 1437.3 cm corresponde a —~CH,, a
11695 cm* demuestra la presencia de C-O-C, y el
922.7 cm* corresponden a los —CH de los grupos
aromaticos (Ver Fig. 2).

3.2. Resonancia magnética nuclear

El espectro de RMN del quitosano (Ver Fig. 3a)
se caracteriza segun los siguientes factores de
desplazamiento quimico (8) expresados en [ppm]:
4.71 que corresponde al grupo —-NH, y 1.82 que
corresponde a R-CH-R’-R’’. Se hace énfasis en
estos dos ya que son los grupos por medio de los
cuales reacciona el NSQ vy se adiciona la cadena
del anhidrido succinico.

(@)

—J-A-—ﬂmj \LU«J‘MU_J«,MLLAJ 'ML_L

T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

|
|

(b)

1] \|
N, 1
B
I [ | I\
7L, P N e b‘l-_.-.a. T

— | — . . - .
85 80 785 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 ppm

Fig. 3. Espectros de RMN. (a) Quitosano, (b)
NSQ.
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El espectro de RMN del NSQ, el cual se reporta
en la Fig. 3b, se caracteriza segun los siguientes
factores de desplazamiento quimico: 4.71 ppm
que corresponde a los grupos —NH, que no
reaccionaron, 3.57 ppm corresponde al grupo —
CH-OH que son los OH que se desprenden del
ciclo, 2.44 ppm corresponde al grupo —OH, 2.32
ppm identifica el grupo —CH,COOH que es el
acido carboxilico caracteristico del anhidrido
succinico que se adicion6 al quitosano, 1.96 ppm
corresponde a —R-CO-, que es la cetona que se
une al grupo NH; para formar la amida.

3.3. Pruebas de solubilidad en medio acuoso

La curva de solubilidad obtenida se presenta en la
Fig. 4. En esta se evidencia una solubilidad
méxima a pH 5y minima a pH 1.
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Fig. 4. Curva de solubilidad de NSQ con respecto
al pH.

3.4.Formacion de las nanomicelas

Como se describio en la seccidén de métodos, para
la formacion de las micelas de NSQ se disefio un
sistema de evaporacion de solvente, empleando
agua para solubilizar el NSQ y una dispersion con
THF. De esta forma, la parte interna es atraida
por las moléculas de THF (solvente hidrofobo) y
la parte exterior por las moléculas de agua,
haciendo que se cierren los conjugados
poliméricos. Luego, por evaporacion lenta y
difusién a través de las paredes del polimero, se
retir6 el THF dejando el centro de estas libre. Asi,
se obtuvieron finalmente nanomicelas de NSQ
con un nucleo hidréfobo y corona hidréfila. La
Fig. 5 presenta las imagenes TEM de las
particulas, las cuales poseen una morfologia
esférica, donde los dominios hidrofobos estan
compuestos por restos hidréfobos, tales como -
CH,CH2-, grupos acetilo y anillos glucosidicos

por lo cual las nanomicelas de NSQ pueden
cargar moléculas hidrofobicas. A partir de la
observacion a través de TEM se estimaron los
tamarios de las esferas huecas entre 40 nm y 100
nm.

(@)

Fig. 5. Iméagenes TEM de las nanomicelas de
NSQ. A escalas de (a) 0.5 um y (b) 50 nm.

4. CONCLUSIONES

Se logrd sintetizar N-succinil-quitosano a partir
de quitosano de peso molecular medio. EI NSQ
obtenido fue verificado a través de espectroscopia
de infrarrojo por transformada de Fourier y de
resonancia magnética nuclear, en las cuales se
analizaron los principales enlaces y grupos que
caracterizan al quitosano, adquirido en Sigma
Aldrich, y al polimero anfifilico NSQ); a través de
esto se comprobd que el polimero sintetizado
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corresponde a lo esperado para NSQ de carécter
anfifilico. Se comprobd ademas la solubilidad en
medio acuoso del polimero en funcion del pH, lo
cual favorece la distribicion de farmacos en
medios biol6gicos.

A partir del NSQ, empleando el valor de pH que
permite  mayor solubilidad, se formaron
nanomicelas de tamafios entre 40 y 100 nm, con
la capacidad de transportar farmacos hidréfobos.

Ademas, por su tamafio estas nanoparticulas
poliméricas de estructura micelar, tienen la
capacidad de interactuar con células de forma
segura, para la inyeccion de farmacos por via
intravenosa (Decuzzi et al., 2010). Este trabajo
abre la puerta a futuras investigaciones mediante
las cuales se evalle la biodistribucion de
medicamentos  hidrofobos  empleando  las
nanomicelas desarrolladas.
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