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ABSTRACT

This study aimed to investigate the rheological effect produced by mixing chitosan
solutions with liposome vesicles derived from concentrated soybean lecithin dispersions (250 g/L),
prepared by slow swelling under shear. The rheological behavior of lecithin-chitosan vesicles was
determined by measurements of the parameter known as shear fatigue, as well as the variation in
the area of the hysteresis cycle. The results obtained were compared with the behavior observed on
the same system without chitosan; showing a significant change in their properties attributable to a
thixotropic effect with a plastic behavior when the chitosan biopolymer is present. These results
suggest that chitosan biopolymer promotes the transition from a system of flat sheets to closed
type structures, such as vesicles. In addition, we performed a study of the influence of electrolytes
such as NaCl, CaCl, and AICl;, with concentrations in the range of 10° - 10 mol/L, on the
rheological behavior of the system.
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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar el efecto reoldgico producido al mezclar
disoluciones de quitosano con vesiculas liposomales obtenidas a partir de dispersiones
concentradas de lecitina de soja (250 g/L), preparadas por hinchamiento lento bajo cizalla. El
comportamiento reoldgico de las vesiculas de lecitina-quitosano, se determiné por medio de
mediciones del parametro conocido como fatiga de cizalla, asi como de la variacion en el area del
ciclo de histéresis. Los resultados obtenidos fueron comparados con el comportamiento observado
en las dispersiones de lecitina de soja sin quitosano; observandose un cambio significativo en sus
propiedades atribuible a un efecto tixotrépico con caracteristicas plasticas cuando este presente el
quitosano. Lo anterior sugiere que el quitosano promueve la transicién de un sistema de hojas
planas a un sistema de estructuras cerradas tipo vesiculas. Ademas, se llevo a cabo el estudio de la
influencia de electrolitos como NaCl, CaCl, y AICIs, con concentraciones en el intervalo 10°-107
mol/L, sobre el comportamiento reol6gico del sistema.

Palabras clave: quitosano, liposomas, reologia, tixotropia.

INTRODUCCION

Las estructuras de bicapa son un sistema modelo de las membranas celulares y puede
utilizarse para estudiar las propiedades fisicas de las bicapas anfifilas [1]. Por otra parte, las
vesiculas son capaces de encapsular moléculas activas y, por tanto, ser utilizadas como
sistemas de liberacion de farmacos [2, 3]. Una aplicacion especifica de este tipo que ha

atraido mucho la atencion es el uso de liposomas como portadores no virales [4, 5]. Con base
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en lo anterior, las vesiculas pueden ser utilizadas en una gran variedad de aplicaciones
farmacéuticas y cosmeéticas [6]. Los sistemas como las liposomas, micro o nanoparticulas han
atraido mucha atencion como posibles formas de dosificacion orales [7]. Entre estos, los
liposomas poseen la ventaja de estar compuestos por materiales fisioldégicos, como por
ejemplo fosfolipidos en la lecitina de soja [8].

Sin embargo, las liposomas son susceptibles a ser destruidos por cambios en el pH, el
efecto de las sales biliares y lipasa pancreatica en el tracto gastrointestinal [9]. Para minimizar
estos efectos, se ha estudiado la posibilidad de formar una membrana polimérica alrededor de
todo el liposoma [10]. Con base en lo anterior, diversos investigadores han utilizado el
quitosano como material de recubrimiento para liposomas debido de su alta y conocida
afinidad con las membranas celulares [11].

El quitosano se caracteriza por ser hidrofilo, biocompatible, biodegradable y de baja
toxicidad. Ademas, una gran cantidad de estudios han demostrado su efectividad como un
agente que favorece los procesos de adsorcién. Por otra parte, debido a sus propiedades de
adhesivas, el quitosano también ha recibido considerable atencién como nuevo bioadhesivo
en sistemas de liberacion de farmacos [12]. Al combinar las caracteristicas de las liposomas y
del guitosano, puede lograrse una liberacion prolongada y controlada [13]. La bioadhesion de
las formas orales de dosificacion de farmacoss de pobre adsorcion, han recibido mucha
atencion en comparacion a los sistemas transdérmicos y bucales. La bioadhesion a la mucosa
en el tracto gastrointestinal puede describirse en términos de mucoadhesion. A partir de la
muco-adhesion, se puede prolongar el tiempo de residencia de los transportadores de
farmacos en los sitios de absorcidn; con lo que es de esperarse una mejora en la absorcion de
farmacos, con la combinacion de mucoadhesividades y liberacion de farmacos controlada
mediante estos dispositivos. El retraso del transito gastrointestinal, inducido por el polimero
bioadhesivo, podria conducir a la generacion de un aumento en la biodisponibilidad oral de un
medicamento [14-17].

Una de las posibles causas del aumento en la penetracion de los liposomas, es la
interaccion entre los lipidos intracelulares y la bicapa liposomal. La magnitud de la mejora
depende del tamafio de la liposoma, la composicién de los lipidos y la naturaleza liofilica de
la droga sobre la piel [18]. Los liposomas liquidos son aplicados directamente sobre la piel,
debido a que por lo general es imposible incorporar en forma intacta los liposomas en cremas,
producto de la interaccion entre el surfactante y la superficie activa de las capas liposomicas

[19]. En lugar de las cremas, los polimeros pueden ser usados para incrementar la viscosidad
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de los preparados liposomales; ya que éstos son capaces de influir en la penetracion de las
farmacos y en la formacion de una capa estable en torno a las vesiculas [20].

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron dispersiones concentradas de lecitina de
soja y el biopolimero quitosano, con el fin de obtener vesiculas recubiertas. Con lo anterior, se
busca mejorar la administracion oral de farmacos, asi como aprovechar la versatilidad de
quitosano como agente de orientacion de farmacos, permitiendo la incorporacién de los
diferentes productos quimicos y farmacéuticos en su nucleo. Por otra parte, la lecitina de soja
tiene muchas aplicaciones importantes en la industria alimentaria, asi como en la preparacion
de vesiculas lipidicas [21, 22]. Ademas, el uso de los fosfolipidos de fuentes naturales, facilita
la producciéon a gran escala debido a la reduccién de los costos en comparacion con
fosfolipidos sintéticos [23].

Por otra parte, en la preparacion de vesiculas es muy importante la transicién de la fase
laminar de hojas planas a estructuras cerradas. Este proceso comienza a partir de las
dispersiones concentradas de fosfolipidos, en las cuales las hojas de las bicapas (o0
membranas) pueden apilarse periédicamente para formar una fase laminar [24]. Esto puede
realizarse por medio de un proceso de hinchamiento-sonicacion-congelacion [23, 25, 26], o
bien, por el método de hinchamiento lento bajo cizalla.

Las propiedades reologicas de las dispersiones de lecitina de soja suelen presentar
distintos comportamientos que comprenden, desde los fluidos newtonianos hasta los no
newtonianos [27]. Por ejemplo, mientras las dispersiones obtenidas simplemente por
hinchamiento y sonicacidn suelen presentar un comportamiento newtoniano (60-120 g/L), o
inclusive del tipo plastico (180-240 g/L); aquellas que se obtiene por hinchamiento-sonicacién
seguido de un tratamiento de congelado-descongelado muestran un comportamiento
seudoplastico y reopéctico [23]. El comportamiento reopéctico® es el opuesto al tixotrépico?,
por lo que se caracteriza por un incremento en la viscosidad con el tiempo y la formacion de
un ciclo de histéresis reverso cuando se lleva a cabo un barrido de cizalla [25]. Ademas,
trabajos anteriores [23, 25] han descrito claramente una influencia significativa de la
naturaleza, valencia y concentracion de diferentes cationes, asi como del pH del medio
acuoso; sobre el area del ciclo de histéresis.

El area del ciclo de histéresis puede correlacionarse con la energia involucrada en el

') Fluido reopéctico. Fluido viscoelastico cuya viscosidad aparente aumenta con el tiempo de aplicacién de la
tension tangencial de rozamiento.
%) Fluido tixotrépico. Fluido viscoelastico cuya viscosidad aparente disminuye con el tiempo de aplicacion de la
tension tengencial de rozamiento.

540 Rev. Iberoamer. Polim., 9(6), 538-548 (2008)



Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 9(6), Diciembre (2008)
Porras et als. Estudio reoldgico de vesiculas liposomales

proceso de segregacion de las vesiculas bajo cizalla y esta energia dependerd de las
propiedades geométricas y eléctricas de las vesiculas, asi como del nimero de vesiculas
segregadas en cada proceso. Resultados previos [26] han permitido confirmar las hipdtesis
establecidas sobre el comportamiento reologico de dispersiones concentradas de lecitina que
han sido sometidas a un proceso de congelado-descongelado, donde se aprecia que el efecto
reopéctico se debe fundamentalmente a la segregacion bajo cizalla de las estructuras cerradas
(vesiculas multilamilares) [23, 25].

Para el desarrollo de este estudio, se utilizaron dispersiones concentradas de lecitina de
soja y una disolucion del biopolimero quitosano para obtener vesiculas recubiertas. Lo
anterior con el fin de desarrollar estudios con vesiculas para liberacién controlada, que
presenten una mejoria en sus propiedades de administracion por la via oral; asi como también
aprovechar la versatilidad del quitosano como agente de encapsulacion, para lograr la
incorporacion de diferentes agentes quimicos-farmacéuticos en su ndcleo. Debido a lo
anterior, se estudiaron las propiedades reoldgicas de estas nuevas dispersiones concentradas
de lecitina de soja a las cuales se les ha afiadido quitosano; y ademas, se ha puesto en practica
para el desarrollo del trabajo una metodologia novedosa y simple para la preparacion de estos

sistemas basada en el hinchamiento lento de la lecitina bajo cizalla [23, 25, 26].

SECCION EXPERIMENTAL

2.1. Materiales y equipo. La lecitina de soja (99% pureza) fue suministrada por
Guinama S.L. (Valencia, Espafia). El quitosano (GD 77%, My = 1,63.10° g/mol) fue
proporcionado por el laboratorio de Polimeros de la Universidad Nacional de Costa Rica. El
cloruro de sodio y cloruro de calcio se adquirieron en Panreac Quimica S.A. (Barcelona,
Espafia); y el cloruro de aluminio y el acido acético glacial fueron adquiridos en Merck
(Madrid, Espafia). Por otra parte, el agua utilizada fue purificada a través de una unidad Milli-
Q-UF (Millipore, Bedfore).

Las determinaciones viscosimétricas se realizaron con un viscosimetro Bohlin Visco
88 con seleccion de ocho velocidades en progresién geométrica de 20-1.000 rpm y un plato
paralelo PP3 de 0,1 mm. Para determinar la viscosidad de las disoluciones de electrolitos se
utilizaron varios viscosimetros Cannon-Fenske con diferentes diametros capilares.

2.2. Preparacién de las vesiculas lecitina — quitosano. Las dispersiones de lecitina
de soja (250 g/L) se prepararon utilizando el método de hinchamiento lento bajo fuerza de

cizalla usando un medio acuoso de NaCl 10° M.

541 Rev. Iberoamer. Polim., 9(6), 538-548 (2008)



Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 9(6), Diciembre (2008)
Porras et als. Estudio reoldgico de vesiculas liposomales

Para estudiar la influencia de los electrolitos, las muestras se prepararon dispersando la
lecitina de soja en disoluciones acuosas de cada electrolito (Na*, Ca*? o Al*®); para cada uno
de éstos, se prepararon siete diferentes dispersiones con una variacion en su concentracion en
un intervalo de 102-10"° M.

Las disoluciones de quitosano (0,25, 0,50 y 1,00% m/v) se prepararon en acido acético
al 1% v/v. Las dispersiones lecitina-quitosano se prepararon mediante la mezcla de las
dispersiones previamente preparadas.

2.3. Determinaciones reométricas. Las graficas de fatiga de cizalla se obtuvieron
utilizando el software “ViscoSoft”. Todas las determinaciones se repitieron cinco veces y en

todos los casos se consideré el error de dispersion de todas las mediciones realizadas.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra, con propoésitos ilustrativos; una de las series de medicion del
esfuerzo de fatiga de cizalla en funcion del gradiente de velocidad correspondiente a la
dispersion concentrada de lecitina de soja 250 g/L en NaCl 10™ mol/L. Esta figura muestra un
ciclo de histéresis con comportamiento reopéctico y caracter plastico, donde se aprecia su
punto de cedencia (fatiga de cizalla critica).

En trabajos previos se han realizado estudios exhaustivos relacionados con el
comportamiento reopéctico de dispersiones concentradas de lecitina de soja, éstos condujeron
a concluir que el comportamiento observado corresponde a la transicion de la fase lamelar
(hojas planas) a una fase de vesiculas caracterizada por una morfologia de estructuras cerradas
[23, 25, 26].

En investigaciones previas, utilizando los resultados tedricos obtenidos aplicando la
ecuacion de Lagrange, se demostré que el valor del "equilibrio energético" (3) de una
configuracion de hoja plana fue de 10/3, mientras que para las vesiculas se obtuvieron datos
entre 10/3 y 5, dependiendo del tamafio y el nimero de bicapas. Sin embargo, estos resultados
son de aplicacion general, debido a que la enérgica funcional muestra valores extremos, que
solo se basan en el equilibrio energético. Todas las estructuras cerradas, ya sean vesiculas
multilamelares o unilamelares, independientemente de su forma (esférica, de forma oval u
otros) poseen el mismo indice topoldgico, mientras que la configuracion de bicapa plana
muestra uno diferente [26]. Por esta razén, el mecanismo de transicion (bicapa plana-
estructuras cerradas), debe incluir rupturas y reconstrucciones, con una necesaria contribucion

de energia, al igual que la evolucidn de las vesiculas hacia tamafios cada vez mas reducidos y
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con menor cantidad de bicapas [28-30].
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Figura 1. A: Fatiga de cizalla en funcion del gradiente de velocidad para
dispersiones de lecitina de soja (250 g/L) en NaCl 10 mol/L, obtenidas por
hinchamiento lento bajo cizalla. Las flechas indican la secuencia de las mediciones.

Por otro lado, el area del ciclo de histéresis se encuentra relacionada con la energia
empleada en el proceso de cizalladura utilizado para llevar a cabo la dicha transicién. Este
comportamiento reopéctico es similar a lo expuesto en trabajos anteriores con dispersiones de
lecitina de soja (60, 120, 180 y 240 g/L) preparadas por el método de sonicacidn-congelacion-
descongelacion, aungue en esos casos el caracter plastico no fue evaluado [23].

La Figura 2 muestra la variacion de la fatiga de cizalla en funcién del gradiente de
velocidad para varias disoluciones de quitosano; donde se observa un incremento de la
viscosidad conforme se incrementa la concentracion del biopolimero. Las disoluciones de
quitosano 0,25 y 0,50% m/v mostraron un comportamiento newtoniano, mientras que la
disolucién al 1,00% mostré un ligero comportamiento seudoplastico. En ningin caso se
observd la aparicion de ciclos de histéresis.

En la Figura 3 se muestran una de las series de mediciones para una dispersion de
lecitina de soja 250 g/L en NaCl 10®° mol/L con la presencia de varias disoluciones de
quitosano (0,25, 0,50 y 1,00% m/v), obtenidas por hinchamiento lento bajo cizalla. La gréfica
muestra un comportamiento tixotropico (opuesto al comportamiento reopéctico de las
dispersiones concentradas de lecitina sin quitosano) y un carécter plastico donde se observa su
punto de cedencia (fatiga de cizalla critica); lo que permite concluir que la adicién de
quitosano modifica significativamente el comportamiento reoldgico de la matriz vesicular.
Esto indica que el quitosano induce la transicion de hojas planas a estructuras cerradas como
vesiculas. Cuando el quitosano no se encuentra en el medio, las dispersiones de lecitina en

fase lamelar (hojas planas) presentan una viscosidad aparente (a un gradiente de velocidad
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constante) superior al observado para las estructuras cerradas, coincidiendo este

comportamiento con lo reportado en por otros investigadores [26].
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Figura 2. Fatiga de cizalla en funcion del gradiente de velocidad para disoluciones
de quitosano de distintas concentraciones (0,25, 0,50 y 1,00 %).
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Figura 3. Fatiga de cizalla en funcién del gradiente de velocidad para
dispersiones de lecitina (250 g/L) mezcladas con disoluciones de quitosano en distinta
proporcion: 2,5 g de lecitina de soja con 10 mL de disolucion de quitosano al 1%; 2,5
g de lecitina de soja con 10 mL de disolucién de quitosano al 0,5% y 2,5 g de lecitina
de soja con 10 mL de disolucién de quitosano al 0,25%. ElI medio acuoso fue
preparado con NaCl 10 M y 4cido acético al 1%. Las flechas indican la secuencia de
las mediciones en cada caso.

Sin embargo, cuando el quitosano se encuentra en el medio, el nimero de vesiculas
formadas se incrementa en funcion del contenido de quitosano, debido a lo cual la viscosidad
aparente decrece conforme la concentracion del biopolimero se incrementa. Este efecto se

observara hasta que se complete en su totalidad la transicion hoja plana-estructura cerrada; en
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ese momento, se observara un incremento de la viscosidad aparente en funcion del aumento
de la concentracion de quitosano (> 1,25 % m/v de quitosano). La variacién en el area del
ciclo de histéresis correspondiente al comportamiento reopéctico (sin quitosano) puede ser
atribuida a la segregacion de las vesiculas bajo cizalla (transicion hoja plana-estructura
cerrada); mientras que variacion en el area del ciclo de histéresis correspondiente al
comportamiento tixotropico (con quitosano) se debe a la separacion de las vesiculas a partir

de los agregados vesiculares previamente formados.
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Figura 4. Fatiga de cizalla en funcién del gradiente de velocidad de dispersiones de lecitina de soja
preparadas por hinchamiento lento bajo cizalla (2,5 g de lecitina de soja en 10 mL de disolucién del electrolito
en diferentes concentraciones y 0,5% de disolucién de quitosano). El tipo de electrolito y la concentracion usada
en cada caso, se indican en la figura (10, 10 y 102 M, respectivamente, de izquierda a derecha). Las flechas
indican la secuencia de las mediciones en cada caso.

La figura que correlaciona la fatiga de cizalla en funcion del gradiente de velocidad
para las muestras con diferentes electrolitos mostré un comportamiento tixotrépico con
caracter seudoplastico. En la Figura 4 se presenta una seleccion de los datos obtenidos para
las dispersiones de cada electrolito utilizado y tres de sus concentraciones.

Los resultados muestran diferencias en los valores obtenidos para el area del ciclo de
histéresis en funcion de la valencia y el tipo de electrolito. En general, el area del ciclo de
histéresis tiende a decrecer cuando se da un incremento en la valencia y concentracion del
respectivo cation.

La Figura 5 muestra las variaciones en el area del ciclo de histéresis de las vesiculas
lecitina-quitosano, en funcion del logaritmo de la concentracion del electrolito.

La variacion en el area del ciclo de histéresis es muy diferente a la presentada por
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dispersiones de lecitina sin quitosano [25]. Cuando el quitosano esta presente en el medio, el
area del ciclo de histéresis tiende a decrecer tanto en funcion de la valencia del cation como
de su concentracion; en cambio, para las muestras sin quitosano el area del ciclo de histéresis
decrece en funcion de la valencia del cation pero se incrementa en funcién de la concentracion

del electrolito.
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Figura 5. Variacion del 4rea del ciclo de histéresis (mW/cm?®) de dispersiones de lecitina
en funcion del logaritmo de la concentracién del electrolito. El cation de cada electrolito
empleado se indica en la figura. Las barras representan el error de dispersion generado al analizar
cinco muestras en cada caso.

Estos resultados evidencian que la concentracion del electrolito es determinante para
la agregacion y separacion de las vesiculas, en funcion de su comportamiento tixotropico;

como era de esperarse debido al efecto que ejerce el electrolito sobre la doble capa eléctrica.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con este trabajo confirman que la adicion de un biopolimero
como el quitosano a dispersiones concentradas de lecitina de soja, induce la transicion de la
configuracion de hojas planas a estructuras cerradas como vesiculas. La interaccion
quitosano-fosfolipido provee la energia necesaria para esta transicion. EI nimero de vesiculas
formadas se incrementa en funcion de la concentracion de quitosano utilizada hasta que se
completa la transicion hoja plana-estructura cerrada. En este proceso, el sistema mostrard un
comportamiento tixotropico contrario al comportamiento reopéctico observado para
dispersiones de lecitina sin la adicion del biopolimero, confirmado por una disminucion en la

viscosidad aparente (a un gradiente de velocidad constante). Cuando se completa la
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transicion, el quitosano actuard incrementando la viscosidad del sistema. El area del ciclo de
histéresis correspondiente al comportamiento reopéctico (sin quitosano), se debe a la
segregacion de las vesiculas bajo cizalla (transicién hoja plana-estructura cerrada), mientras
que la variacion del area del ciclo de histéresis correspondiente al comportamiento tixotropico
(con quitosano), se debe a la separacion de las vesiculas a partir de agregados vesiculares
formados previamente.

Por otra parte, la adicion de un electrolito a este sistema genera una modificacion
significativa en el area del ciclo de histéresis en funcion de la concentracion de electrolito,
donde el area decrece conforme se incrementa la concentracion o la valencia del electrolito

utilizado.
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