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RESUMEN

En el presente proyecto de investigacion se realizaron hidrogeles de pectina y quitosano con
acido succinico como agente entrecruzante para la liberacion controlada de farmacos. El uso
de un agente entrecruzante permite obtener un entrecruzamiento quimico que mejora, entre
otras propiedades, la estabilidad de los hidrogeles. Los agentes entrecruzantes comdnmente
utilizados como los dialdehidos son citotdxicos y basan el entrecruzamiento en la formacion
de bases de schiff que son reversibles, limitando sus aplicaciones. Por lo que se propone el uso
del succinato de dimetilo (SD) como agente entrecruzante, para el entrecruzamiento por la
formacion de enlaces amida. Para lo cual se esterificé el cido succinico para producir SD que
se aplicd a la mezcla de polimeros para formar el hidrogel. Los hidrogeles obtenidos se
evaluaron mediante andlisis FTIR, prueba de hinchamiento y SEM, para determinar la
influencia de la concentracion del éster y la composicion polimérica en las propiedades del
hidrogel y en la liberacion controlada. El succinato de dimetilo permitié formar hidrogeles
mediante un entrecruzamiento quimico, el cual aumenté con el contenido de quitosano y de
éster. Esto influy6 en el hinchamiento y la morfologia. Se alcanzé un mayor grado de
hinchamiento en los hidrogeles con mas cantidad de pectina y menor concentracion de SD
debido a una estructura mas homogénea y con poros mas grandes. Mientras que, se obtuvo un
menor grado de hinchamiento en los hidrogeles con mas quitosano y éster, por la rigidez de la
estructura, y la reduccién de la cantidad y el tamafio de los poros. En conclusién, las
propiedades de los hidrogeles de pectina-quitosano entrecruzados con SD se pueden ajustar al
variar la composicion de los polimeros y la cantidad de SD, haciendo de estos materiales

potenciales sistemas de liberacion controlada de farmacos.

Palabras clave: entrecruzamiento quimico, &cido succinico, liberacion controlada, succinato

de dimetilo, pectina, quitosano.



ABSTRACT

In the present research project, pectin-chitosan hydrogels crosslinked with succinic acid
were made for controlled drug delivery. The use of cross-linking agents allows the
formation of a chemical cross-linking, which enhance hydrogel properties such as stability.
Commonly used crosslinking agents such as dialdehydes are cytotoxic and based the cross-
linking in the formation of Schiff bases which are reversible, limiting the applicability of
the hydrogels. Therefore, in this work, dimethyl succinate (DS) is used as a cross-linking
agent trhough the formation of amide bond. For this purpose, succinic acid was sterified to
produce DS and applied to the polymer mixture to form the hydrogel. The obtained
hydrogels were evaluated by FTIR spectrums, swelling test and SEM to define the
influence of the polymers proportion and DS concentration on the hydrogels properties and
drug delivery. Dimethyl succinate allowed the chemical cross-linking of chitosan and
pectin, which increased with the content of chitosan and ester. This had an impact on the
sweeling degree and on the morphology. The hydrogels reached higher sweeling degrees
with higher pectin content and lower DS concentration, due to a more homogeneus
structure and larger pores. While, with higher content of chitosan the swelling degree
decreased because of the reduction of the quantity and size of the pores. In conclusion, the
properties of the pectine-chitosan hydrogels crosslinked with DS can be adjusted with the
variation of polymer composition and SD concentrartion, making this materials potencial

controlled drug delivery systems.

Key words: chemical crosslinking, succinic acid, controlled drug delivery, dimethyl

succinate, chitosan, pectin.
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INTRODUCCION

Los hidrogeles son materiales poliméricos que se forman a partir del entrecruzamiento
de redes de polimeros, formando estructuras tridimensionales capaces de hincharse y retener
gran cantidad de agua. Debido a esto, ademas de la posibilidad de ajustar sus propiedades y su
capacidad de responder a estimulos ambientales, estos materiales han tomado gran interés para
aplicaciones biomédicas [1], [2]. En particular, se puede destacar su uso como sistema de
liberacion controlada de farmacos. Debido a su habilidad de almacenar compuestos, ademas
de liberarlos a una razén y lugar determinado [3], permiten mejorar la eficacia de los
medicamentos, asi como reducir la dosis necesaria y la toxicidad que podrian generar en el
cuerpo [4].

Esta capacidad de liberacion depende del tipo de hidrogel, segun su composicion y el
tipo de entrecruzamiento, estos materiales pueden ser capaces de mantener una administracion
prolongada y constante. Asi, los hidrogeles se pueden componer de uno o mas polimeros los
cuales pueden ser tanto sintéticos como naturales. Algunos de los polimeros sintéticos que se
utilizan son: el alcohol polivinilico (PVA) [5], el polietilenglicol (PEG), el carbopol, la
poliacrilamida (PAM) y la carboximetilcelulosa (CMC) [6]. Estos, permiten que los hidrogeles
formados puedan absorber mayor cantidad de agua, tengan buenas propiedades mecanicas y
un mayor tiempo de vida util, por lo que su uso es predominante en comparacion a los de
fuentes naturales [7]. Sin embargo, los polimeros naturales, como la pectina, el quitosano, el
almiddn, la celulosa, la queratina y el coladgeno, presentan otras ventajas significativas como
biocompatibilidad, biodegradabilidad y una buena mucoadhesividad [6], cobrando gran interés
para su uso en aplicaciones biomédicas.

La pectina (Pc) y el quitosano (Qt) son biopolimeros que se pueden utilizar en la
administracion de farmacos, en combinacion o de manera independiente. La pectina es un

polisacarido de acido galacturonico, que se encuentra en la pared celular de las plantas, y se
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extrae principalmente de la cascara de algunas frutas[8]. Esta es ampliamente empleada en la
industria alimenticia como gelificante y espesante [9]. Mientras que, en el area de la
biomedicina, se han desarrollado varios biomateriales . Sin embargo, al ser un polimero soluble
en agua, los materiales basados en pectina tienen poca durabilidad [9], limitando sus
aplicaciones.

Por otro lado, el quitosano es un polisacarido compuesto por N-glucosamina y N-acetil
glucosamina, que se obtiene por la desacetilacion de la quitina presente en el exoesqueleto de
los camarones y otros crustaceos. Este biopolimero ademas de los beneficios que presentan
otros biopolimeros, tiene propiedades antibacteriales y una baja reaccion inmunoldgica [10].
No obstante, es un material insoluble en agua y soluciones organicas, y apenas soluble en
medio acido por lo que su uso resulta ser poco practico [11]. Ademas, al formar biomateriales
como hidrogeles, al ser materiales hidrofilicos, solubles a condiciones acidas pero insolubles a
ciertas condiciones fisioldgicas, presentan baja fuerza mecanica y baja capacidad de controlar
la liberacién de farmacos u otros compuestos [11].

Por estas limitaciones, surge la necesidad de formar complejos con otros polimeros,
utilizar agentes entrecruzantes o sintetizar derivados con mejores propiedades para posibilitar
el entrecruzamiento y aumentar la estabilidad [12]. Al combinar polimeros se pueden reunir
las ventajas de cada polimero y crear compuestos con mayor bioactividad. Tanto la pectina
como el quitosano se han utilizado en complejos con otros polimeros para la formacién de
materiales con diferentes ventajas. Por ejemplo, se han reportado hidrogeles de pectina-
polivinilpirrolidona que muestran hinchamiento y liberacion controlada con sensibilidad al pH
[13], la misma sensibilidad se obtuvo con hidrogeles de pectina-poliacrilonitrilo, ademas de
presentar hinchamiento y deshinchamiento reversible [14]. Asi mismo, se ha utilizado el
carboximetil quitosano junto con la nanocelulosa en la elaboracion de hidrogeles inyectables,

autocurativos y capaces de mantener el crecimiento celular [15].
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De la misma manera, la pectina y el quitosano debido a su naturaleza como polianién
y polication, respectivamente, son capaces de formar hidrogeles por interacciones iénicas.
Interacciones que se pueden deshacer por la protonacion y deprotonacién de los grupos
funcionales de los polielectrolitos [16], lo cual disminuye su estabilidad y sus potenciales
aplicaciones. Para abordar esta delimitante del entrecruzamiento fisico, se utilizan diferentes
procesos de entrecruzamiento como la sintesis de derivados de los biopolimeros y el empleo
de agentes entrecruzantes. Estos procesos promueven la interaccion entre las cadenas
poliméricas y la formacion de enlaces covalentes para un entrecruzamiento quimico.

La radiacién con luz UV es uno de los métodos que producen un entrecruzamiento, por
fotoxidacion mediante la generacion de radicales que pueden reaccionar y ayudar en el
entrecruzamiento de las cadenas de polimeros [17]. Por otro lado, también se ha demostrado
que la luz UV se puede aplicar para modificar el pKa de algunos acidos alterando las
propiedades de los compuestos [18]. Puesto que los biopolimeros utilizados se potonan y
deprotonan de acuerdo a su valor de pKa, un cambio en el mismo podria promover un
entrecruzamiento quimico sobre el fisico.

En cuanto a los agentes entrecruzantes, acidos como el acido succinico han sido
utilizados como agentes entrecruzantes idnicos al proveer de un medio para la disolucion del
quitosano. El acido succinico al ser un acido dicarboxilico tiene una mayor interaccion con el
quitosano permitiendo mejorar su disolucién en comparacion con otros acidos, lo que, a su vez
mejora las propiedades de la solucion de quitosano y de los materiales formados [19]. Por otra
parte, compuestos derivados del &cido succinico también se utilizan como agentes
entrecruzantes covalentes, como los ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) que por los grupos
éster puede interactuar con los grupos amida del quitosano [20], [21].

Tanto la fotooxidacién como el acido succinico han sido empleados para la elaboracion

de materiales a base de quitosano favoreciendo el entrecruzamiento de las redes poliméricas
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para la formacion de hidrogeles [22], [23] y de films [19], [24], [25], respectivamente. Sin
embargo, no se encontraron estudios en los que se realice un entrecruzamiento asistido por luz
UV mediante un cambio en el pKa, y tampoco el uso del acido succinico para el
entrecruzamiento de pectina y quitosano. Por lo que se plantea la aplicacion de la luz UV, del
acido succinico y su éster en la formacién de hidrogeles.

De esta manera, en este proyecto se exploran dos rutas para la formacién de hidrogeles
de pectina y quitosano. En primer lugar, se forman los hidrogeles bajo exposicion de luz UV
utilizando el &cido succinico (AS) como agente entrecruzante y, en segundo lugar, solamente
se utiliza el succinato de dimetilo (SD) como agente entrecruzante. Asi, el objetivo principal
es elaborar hidrogeles a base de pectina y quitosano con acido succinico como agente
entrecruzante con potencial aplicacion en la liberacion controlada de farmacos. Para lo cual
primero se busca establecer una metodologia, evaluar el efecto de la concentracion de acido
succinico esterificado y la proporcion pectina-quitosano sobre las propiedades de los
hidrogeles, y finalmente, estudiar la cinética de la liberacion de un farmaco de los hidrogeles

formados.
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METODOLOGIA

2.1. Preparacion de geles con exposicion a luz UV

Para preparar los hidrogeles se diluyd la pectina y se realizd una suspension de
quitosano. Para este caso se empled acido aceético al 0,5% v/v y acido succinico al 0,5% p/v.
Se prepararon soluciones al 2% p/v tanto de pectina como de quitosano en 10 mL de &cido
diluido. La solucion de quitosano se expuso a luz UV (254 nm) en una cdmara oscura por 10
min antes de agregar la solucidon de pectina. Las soluciones se mezclaron con agitacion
constante y se dejé reaccionar por 1 hora bajo luz UV. Pasado el tiempo de reaccion, los
hidrogeles preparados en acido acético se recuperaron por centrifugacién, por 5 min a 18000
Grados/s. Mientras que los preparados en acido succinico se separaron del sobrenadante. Se
realizaron dos lavados con agua destilada por 20 minutos y se secaron a 40°C.

Tabla 1. Cadigos de los hidrogeles elaborados bajo luz UV

Cadigo Acido Luz UV
HASUV Succinico Si

HAS Succinico No
HAAUV Acético Si

HAA Acético No

2.2. Preparacion de geles con succinato de dimetilo (SD)

2.2.1. Esterificacion del acido succinico a succinato de dimetilo

Para la esterificacion de acido succinico se sigui6 la metodologia propuesta por Bart et
al, con modificaciones [26]. Se disolvio el acido succinico en metanol seco en una relacion
molar de 0.05:0.6 en una manta de calentamiento con agitacion constante. Se llevo la solucién
a60°C y se agreg6 acido sulfurico a 1% mol con respecto al acido succinico. Se dejé reaccionar
por 1 h a 60°C. Una vez concluido el tiempo de reaccion se dejo enfriar y se elevo el pH a 5.5.

Finalmente, se conservé a 4°C hasta su uso.
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2.2.2. Preparacion de hidrogeles

Se prepard soluciones al 4% p/v de polimeros, al disolver pectina y suspender quitosano
en diferentes proporciones (1:1, 1:2 y 2:1) en un 1 mL de agua destilada. A estas soluciones,
previamente calientes a 60°C, se agregdé una alicuota de acido succinico esterificado para
obtener concentraciones finales de acido de 1.6%, 1.8%, 2% y 2.3% p/v. Se homogenizo la
mezcla con la ayuda de un agitador tipo vortex, y se dejo reaccionar por 3 h a 60°C en bafio
Maria. Los hidrogeles obtenidos se lavaron dos veces en agua destilada por 20 min v,
finalmente, se secaron a 40°C.

Tabla 2. Formulaciones de los hidrogeles elaborados con succinato de dimetilo (SD)

% SD*/Pc:Qt** | 1:1 2:1 1:2
1,60% Pc.Qt(1:1)/1.6 | Pc.Qt(2:1)/1.6 | Pc.Qt(1:2)/1.6
1,80% Pc.Qt(1:1)/1.8 | Pc.Qt(2:1)/1.8 | Pc.Qt(1:2)/1.8
2,00% Pc.Qt(1:1)/2.0 | Pc.Qt(2:1)/2.0 | Pc.Qt(1:2)/2.0
2,30% Pc.Qt(1:1)/2.3 | Pc.Qt(2:1)/2.3 | Pc.Qt(1:2)/2.3

*Porcentaje de succinato de dimetilo en la solucién polimérica en %p/v
**Proporcidn de pectina y quitosano

2.3. Andlisis FTIR

Se realizd espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier de los materiales
con el equipo Agilent Cary 630. Los espectros se tomaron con la resolucion a 16 s-1y 128
andlisis en la region IR de 600-4000 cm-1.
2.4. Prueba de hinchamiento

Para el estudio de hinchamiento se colocd los hidrogeles secos en PBS a un pH de 7.4,
a 37°C en incubacion, por 72 horas. Se pesaron los hidrogeles en seco y después a diferentes
tiempos (1h, 2h, 3 h, 24 h, 48h y 72h). El grado de hinchamiento se determind mediante la

ecuacion 1.

my —m;
%H = — x 100%

m;

€y
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Donde, m; es la masa del hidrogel en el tiempo t y m; es la masa inicial del hidrogel
seco.

2.5. Microscopia electrdnica de barrido

Se realizd microscopia electronica de barrido de los hidrogeles para estudiar su
morfologia. Para esto, se congelaron los hidrogeles realizados con SD de las diferentes
formulaciones y se liofilizaron. Las muestras se observaron con las magnificaciones x200,
X500y x1000 del microscopio electronico de barrido JEOL JSM-1T300 a una presion entre 24-
30 Pay un voltaje de 20 kV.

2.6. Encapsulacion vy liberacion de acetaminofén

La encapsulacion se realizd segun el protocolo propuesto por Garrido et al. [27]. Se
utiliz6 acetaminofén estandar (Sigma-Aldrich A3035) en una relacién de 5% p/p de farmaco
con respecto a la cantidad de polimeros. Se mezclé el acetaminofén en la solucion polimérica
previo al entrecruzamiento, después se agrego el SD, se dejd reaccionar y los hidrogeles con el
farmaco encapsulado se secaron a 40°C (xerogeles).

Para la liberacion se colocaron los xerogeles en 2 mL de PBS. A tiempos determinados
se tomaron alicuotas de 100 uL que se reemplazaron con solucion fresca de PBS. Las alicuotas
tomadas se diluyeron en 2 mL con PBS y se midi6 la absorbancia en el espectrofotometro UV-
vis Hanon i5 a 244 nm. Finalmente, la concentracion se determino con la curva de calibracion
previamente realizada con soluciones de acetaminofén de concentracién conocida, y el

porcentaje de farmaco liberado se calculd con la ecuacién 2 [27]:

D _
%D, = tD—O“ X 100% 2)

Donde, D, es la masa del farmaco en el tiempo t en mg, D;_; es la cantidad de farmaco

liberado acumulada y D, es la masa inicial del farmaco.
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2.7. Andlisis estadistico

Los andlisis se realizaron por triplicado (n=3) y los resultados se reportan como el
promedio + la desviacion estandar. Las diferencias significativas se determinaron por analisis
de varianza, ANOVA, con comparacion de pares por Tukey, con un 95% de confianza
(p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Higrogeles con entrecruzamiento asistido por luz UV

Se elaboraron los hidrogeles bajo exposicién a luz UV con el protocolo propuesto. Para
evaluar la posibilidad de aplicar la fotoxidacién y el acido succinico para favorecer el
entrecruzamiento de los hidrogeles, se obtuvo espectros FTIR de los materiales y se realizd
hinchamiento. Adicionalmente, se empled el &cido acético bajo la misma metodologia con el
fin de poder comparar los resultados, puesto que este acido es ampliamente utilizado en otras
investigaciones [28]-[30] para la formacion de compuestos polielectroliticos (PEC por sus
siglas en inglés).

3.1.1. Estructura quimica

Se pudo distinguir una diferencia fisica, macroscopica, en la elaboracion de los
hidrogeles relacionada a los &cidos utilizados. EI uso del acido succinico resulté en la
formacion de una especie de membrana que pudo ser facilmente separada del sobrenadante
como se puede ver en la Figura 1-a. Mientras que con el &cido acético se producen pequefios
agregados dispersos en la solucién (Figura 1-b), tipico de este método [28], por lo que es
necesario centrifugar para obtener el hidrogel. A modo de determinar si estas propiedades son
resultado de un cambio en la estructura quimica y cualquier otro cambio, se tomaron espectros

FTIR de los materiales bases y de los hidrogeles.
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Figura 1. Apariencia de los hidrogeles formados, a) con acido succinico (HAS/HASUV) y b)
con &cido acético (HAA/HAAUV)

En la Figura 2 se muestran espectros FTIR de la pectina, el quitosano y la mezcla fisica
de los dos polimeros sin el tratamiento, en el rango 900-1900 cm™ dénde se encuentran los
picos de interés. En esta se puede ver las bandas caracteristicas de los polimeros, en el caso de
la pectina, se observa la banda del grupo carbonilo (C=0) de los grupos carboximetil (-
COOCHSs) [3], [13] y del &cido carboxilico sin disociaciar (-COOH) en 1740 cm™ [31].
Mientras que alrededor de 1622 cm™ se tiene la banda que se asocia al grupo carboxilato (-
COO0) [31].

Por otra parte, los picos caracteristicos que se pueden encontrar en el espectro del
quitosano son los correspondientes a los grupos amida. Asi, en la Figura 2-b se observa
alrededor de 1652 cm™ un pequefio pico del grupo carbonilo de la amida I y en 1594 cm™ la
flexion del grupo amino (N-H) de la amida Il [32]. Estos picos, asi como los provenientes de
la pectina también se encuentran en la mezcla fisica sin tratamiento de pectina y quitosano a
una proporcién 1:1 (Figura 2-c), alrededor de las mismas bandas. La banda del grupo carbonilo
de la pectina puede estar solapada por las bandas de las amidas I y 11 del quitosano.

Las bandas descritas son las que podrian experimentar un cambio por la interaccién
entre los polimeros. En la Figura 3 se tienen los espectros de los hidrogeles comparados con la
mezcla fisica de la pectina y el quitosano (Pc:Qt). En los espectros de los hidrogeles HAS,
HAA y HAAUYV se puede observar una banda alrededor de 1526 cm™ que se atribuye a la

interaccion idnica entre los grupos -COO" de la pectina y NH3* del quitosano [28], y una en
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1600 cm™ que se puede asignar a la combinacion de los enlaces N-H y C=0 [16], [28]. Sin
embargo, se puede ver que en el caso de los hidrogeles con acido succinico la primera banda
mencionada no tiene un pico prominente como los hidrogeles con &acido acético, si no que
abarca un dominio mas amplio (1526-1548 cm™), que podria ser resultado de una mayor
interaccion ionica por la presencia de los dos grupos carboxilatos del acido succinico que

absorben cominmente alrededor de 1560 cm™ [25].
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Figura 2. Espectros FTIR de los materiales base de los hidrogeles. a) Pectina, b) quitosano y
¢) mezcla fisica de pectina y quitosano sin tratamiento.

Por otro lado, en el caso del hidrogel HASUV se tiene un pico en 1593 cm™ en lugar
de 1600 cm™, que podria indicar el efecto de la radiacion con luz UV. Segln lo obtenido por
Chen et al [29] mientras méas fuerte la interaccion ionica la banda comunmente ubicada
alrededor 1600 cm™, designada a la interaccion idnica, se desplaza a nimeros de onda mas
bajos. De manera que la luz UV podria haber aumentado el grado de entrecruzamiento para los

hidrogeles con &cido succinico.
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Figura 3. Espectros FTIR de los hidrogeles con exposicion UV comparados con la mezcla de
pectina y quitosano sin tratamiento. a) Hidrogeles realizados con acido succinico con
(HASUV) y sin luz UV (HAS), y b) hidrogeles realizados con &cido acético con (HAAUV) y
sin luz UV (HAA)

3.1.2. Estabilidad de los hidrogeles

El hinchamiento de los hidrogeles se realizd con el objetivo de analizar su estabilidad
en condiciones que asemejan las fisiologicas. Para esto se utiliaron los xerogeles de acido
succinico y acético con tratamiento UV, asi como sin tratamiento UV como control (Figura 4).
Por medio del analisis ANOVA con un nivel de confianza del 95% se obtuvo que la aplicacion
de luz UV, el tipo de &cido, la interaccion acido-tiempo y la interaccion luz UV-acido tienen
un efecto significativo en el grado de hinchamiento de los hidrogeles (p<0.05).

En el caso del tiempo, por medio de la prueba de Tukey con el mismo nivel de confianza
(95%) se determind que no hay una diferencia significativa del grado de hinchamiento a los
diferentes tiempos. Es decir que los hidrogeles, de todas las composiciones, se hinchan en la
primera hora y llegan al equilibrio, en el que se mantienen por las 72 h que duro este estudio.

Por otra parte, segun el tipo de acido se obtuvo que los hidrogeles de acido succinico tanto con
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y sin UV tienen un mayor grado de hinchamiento en comparacion a los de &cido acético como
se puede ver en la Figura 4. Adicionalmente, sin bien la luz UV tiene un efecto significativo,
este es solamente el caso de los hidrogeles hechos con &cido succinico, resultando en un menor

grado de hinchamiento al aplicar luz UV.
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Figura 4. Cinética de hinchamiento para los xerogeles con y sin tratamiento UV, a) con acido
succinico: HASUV y HAS, y b) con &cido acético: HAAUV y HAA

El 4cido succinico al tener dos grupos carboxilicos y una estructura de carbono mas
larga es capaz de interactuar en mayor grado con los grupos amino del quitosano,
proporcionando protones para disolver el polimero [19]. Esto a su vez puede permitir un mayor
contacto con la pectina, formando estructuras mas grandes, lo que se pudo observar durante la
formacion de los hidrogeles. A su vez, aumentando la cantidad de pectina en el hidrogel la cual
a un pH 7.4 se desprotona cargandose negativamente e incrementando la repulsion
electroestatica aumentando el espacio entre las cadenas de polimeros y favoreciendo el

hinchamiento [3], [28]. Ademas, en estructuras mas grandes hay un aumento en los grupos
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hidrofilicos que ayudan a la difusion del agua hacia el hidrogel, también asistiendo en el
hinchamiento [28].

El menor grado de hinchamiento obtenido en los hidrogeles de acido succinico con
exposicion a la luz UV corrobora que se obtuvo un mayor entrecruzamiento al aplicar la luz
UV, formando estructuras mas densamente conectadas reduciendo el espacio entre las cadenas
por lo que el hinchamiento es menor. No obstante, el entrecruzamiento sigue siendo de caracter
ionico.

Finalmente, durante el hinchamiento se pudo observar la degradacién de los hidrogeles,
a mayor grado en los realizados con acido succinico. Segun lo propuesto, esto podria ser el
resultado del mayor contenido de pectina, la cual al ser soluble en agua podria propiciar la
desintegracion de la estructura.

3.2. Hidrogeles entrecruzados con succinato de dimetilo (SD)

Al no visualizar variaciones en la estructura quimica por la exposicion a la luz UV, se
realiz6 un cambio en el protocolo, manteniendo el &cido succinico para el entrecruzamiento.
Sin embargo, se modifico sus grupos funcionales mediante una esterificacion para obtener
succinato de dimetilo. Con lo cual se obtuvo hidrogeles més firmes que se forman con todo el

polimero disponible y que toman la forma de su contenedor, como se puede ver en la Figura 5.

Figura 5. Hidrogeles formados con SD como agente entrecruzante (Pc.Qt(1:1)/2.3)
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3.2.1. Estructura quimica

De esta manera, el efecto del SD se pudo notar en primera instancia macroscépicamente
durante la elaboracién del hidrogel y después se tomaron los espectros FTIR para comprobar
su impacto en la estructura quimica. En la Figura 6 se presentan los espectros de los hidrogeles
a sus diferentes composiciones, en los que se puede observar un desplazamiento del pico en
1593 cm™ de la amida Il de la mezcla Pc:Qt (Figura 2) a 1585 cm™ para los hidrogeles
Pc.Qt(1:1)/1.6 y Pc.Qt(1:1)/1.8, a 1570 cm™ para Pc.Qt(1:1)/2.0 y Pc.Qt(1:1)/2.3, y a 1563 cm”
! para Pc.Qt(2:1)/2.0, Pc.Qt(2:1)/2.3 y todos los hidrogeles con mayor cantidad de quitosano
(1:2). Mientras que para los hidrogeles con mayor contenido de pectina y menor cantidad de
SD (Pc.Qt(2:1)/1.6, Pc.Qt(2:1)/1.8) se mantiene en 1593 cm™. Ademas, para todos los
hidrogeles surge una banda adicional alrededor de 1548 cm™.

También se observa un desplazamiento de la banda del grupo carbonilo de 1741 cm™ a
1727 cm™ para el hidrogel Pc.Qt(1:1)/2.3 y a 1734 cm™ para todo los hidrogeles de proporcion
1:2 y los de 2:1 con 2 y 2.3% de SD. En tanto que, la banda permanece en 1741 cm™ en los
hidrogeles con mayor e igual contenido de pectina (2:1y 1:1), y menor porcentaje de SD (1.6
y 1.8%).

El desplazamiento de las bandas en 1593 cm™ a nimeros de onda mas bajo (1585, 1570
y 1563 cm™) en los diferentes hidrogeles podria sefialar la formacion de un enlace amida y a
su vez un indicador del grado de entrecruzamiento. Lo que sugiere que el grado de
entrecruzamiento quimico aumenta con el contenido de quitosano y de éster. Por otro lado, la
banda en 1548 cm indica que también parece haber un entrecruzamiento idnico, como en los
hidrogeles de &cido succinico con UV. El cual podria ser predominante en los hidrogeles con
mayor contenido de pectinay menor porcentaje de SD, razén por la que se presentan las bandas

en 1593 cm™y 1741 cm™ parecido a los hidrogeles con acido succinico (Figura 3).
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Figura 6. Espectros de los hidrogeles hechos con diferentes concentraciones de succinato de
dimetilo, especificadas en la leyenda, y diferentes proporciones de pectina-quitosano: a) 1:1,
b) 2:1yc)1:2

Para obtener un mejor entendimiento del efecto del succinato de dimetilo en el
entrecruzamiento se realizaron una serie de controles siguiendo la misma metodologia. En
primer lugar, se analiz6 la pectina y el quitosano por separado. Ya que el succinato de dimetilo
puede actuar sobre los grupos -OH y -NH2 de los polimeros, para formar los enlaces éster y
amida, respectivamente (Esquema 1). Después, de la misma manera, se utilizé soluciones de
alginato-quitosano y almidon-quitosano. El alginato (Ag), al tener la estructura parecida a la
pectina, pero sin grupos carboximetil que puedan solapar los grupos ester formados por el
entrecruzamiento, permitiria comprobar la formacién de enlaces éster. No obstante, también

podria ocurrir un solapamiento por la protonacion de los carboxilatos, por lo que se utiliza el

almidén (Al) con el mismo fin.
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Esquema 1. Mecanismo de reaccién entre el succinato de dimetilo y los grupos funcionales
del quitosano y la pectina

En la Figura 7 se puede ver los espectros de todos los polimeros antes y después de
aplicar el éster. Para la pectina (Figura 7-a) no se obtuvo cambio significativo en la banda de
los ésteres (1741 cm-1) [33], descartando la posibilidad de la formacién del éster para el
entrecruzamiento. Lo cual se puede confirmar con el almidon (Figura 7-d), al no presentar
diferencia después de afiadir el SD. Y de la misma manera con el alginato (Figura 7-c), ya que,
pese a la presencia de un pico en 1727 cm, este se puede atribuir a la protonacion de grupos
carboxilatos [34] debido a una reduccion del pH al afadir el SD. Puesto que este crecimiento
estd acompafiado de una reduccion en la intensidad de la banda en 1593 cm™ del grupo
carboxilato. Sin embargo, en la pectina también se puede observar un cambio importante
alrededor de 1600 cm™ que podria indicar la hidrolisis del succinato de dimetilo por lo que
aumentan los grupos carboxilato.

Por el contrario, en el caso del quitosano (Figura 7-b) al afiadir el SD surge un pico en
1727 cm™ y existe un desplazamiento de la banda de 1593 cm™ a 1556 cm™, sugiriendo la
formacion de un enlace amida (1556 cm™) [29] por medio del mecanismo | asi como la
formacion de un grupo éster (1727 cm™) [35], [36] segun el mecanismo Il (Esquema 1). La

formacion de la amida puede catalizar la formacion del éster, produciendo el entrecruzamiento
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por estos dos grupos. Esto apoya el planteamiento de un mayor entecruzamiento con el
aumento de la cantidad de quitosano. Es importante mencionar que, bajo las condiciones

trabajadas no hubo la formacién de hidrogeles solamente de quitosano.
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Figura 7. Espectros FTIR de los diferentes polimeros antes y después de aplicar la
metodologia con SD

Asi, los picos en 1720 cm® de las mezclas tratadas de quitosano-alginato y quitosano-
almidén (Figura 8), podrian estar relacionadas solamente a la reaccidén del éster con el
quitosano. Ademas, esta misma banda es apenas perceptible en los compuestos de quitosano-
alginato con SD y no se puede diferenciar la banda del quitosano en 1556 cm, a lo contrario
que en los compuestos de quitosano-almidon donde las bandas del quitosano con SD se
distinguen facilmente. Esto puede ser el resultado de una interaccion mas fuerte entre el
quitosano y el alginato que no permite que el SD actue sobre el quitosano, ya que estos dos
polimeros también pueden tener un entrecruzamiento idnico. De manera que para el

entrecruzamiento con SD, el quitosano requiere de la presencia de la pectina para formar los

hidrogeles.



29

Transmitancia (%)

60 | 1 1 1 1 I

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm-1)

Figura 8. Espectros de las mezclas de a) quitosano-alginato y b) quitosano-almidon, a
diferentes composiciones antes y después de aplicar la metodologia con SD.

3.2.2. Estabilidad de los hidrogeles

Para estos hidrogeles se determiné que el tiempo, el porcentaje de SD, la composicion,
las interacciones tiempo-%SD, tiempo-composicion y %SD-composicidn tienen un efecto
significativo en el grado de hinchamiento. A partir de la segunda hora, no hubo una diferencia
significativa en el grado de hinchamiento alcanzando un equilibrio hasta las 48 h después de
lo cual disminuye. Ademas, el hinchamiento a las 24 h es significativamente mayor al obtenido
alalhyalas72h.

Por otro lado, para cualquier porcentaje de acido, los hidrogeles con mayor contenido
de pectina (2:1) son los que tienen un mayor grado de hinchamiento, seguidos por los de
proporcién equivalente (1:1), mientras que los de mayor contenido de quitosano (1:2) presentan
el menor grado. Ademas, no existe una diferencia significativa entre los geles con menor

porcentaje de SD (1.6 y 1.8%) y tampoco entre los de mayor porcentaje (2 y 2.3%). Sin
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embargo, los de menor porcentaje alcanzan un mayor grado de hinchamiento en comparacion

a los de mayor concentracion de SD.
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Figura 9. Grado de hinchamiento de los hidrogles a diferentes composiciones, especificadas
en la leyenda, y concentraciones de SD. a) 1.6%, b) 1.8%, c) 2%y d) 2.3%

De manera especifica, el hidrogel Pc.Qt(2:1)/1.8 es el que tiene el mayor grado de
hinchamiento, y los hidrogeles Pc.Qt(1:2)/2.0 y Pc.Qt(1:2)/2.3 tienen el menor. Esto indica
que, a mayor contenido de quitosano y mayor concentracién de SD, menor el grado de
hinchamiento. Esto se puede relacionar con el mayor entrecruzamiento para los hidrogeles con
mayor contenido de quitosano y SD planteado en el analisis FTIR, puesto que con el aumento
de la densidad de entrecruzamiento, el espacio intermolecular se reduce, limitando la capacidad
de absorber agua [29], [30]. En contraste, el mayor contenido de pectina favorece el

hinchamiento, concordando con los resultados obtenidos en otros estudios [37], [38].
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3.2.3. Morfologia de los hidrogeles

La morfologia de los hidrogeles se estudié mediante las micrografias electronicas de
barrido que se presentan en la Figura 10. Los hidrogeles presentan una estructura irregular y
porosa. En los hidrogeles de composicion 1:1, existe la formacidn de filamentos en la superficie
que parecieran cubrir la estructura porosa, los cuales parecen acumularse y formar laminas mas
extensas a medida que se aumenta la cantidad de SD. Razon por la que no se visualizan poros
en esta seccion del hidrogel Pc.Qt(1:1)/2.3. En cambio, en los hidrogeles con maés alto
contenido de pectina, los poros son mas visibles (flecha roja, Figura 10), presentando una
configuracion menos filamentosa en los hidrogeles con menor porcentaje de SD. Sin embargo,
al aumentar el %SD, se tiene el mismo comportamiento que en el hidrogel Pc.Qt(1:1)/2.3, al
visualizarse la superficie como de una pelicula con pocos poros en la superficie, pero con
menor rugosidad. Por otra parte, los hidrogeles Pc.Qt(1:2)/1.6 presentan poros mas pequefios
(flecha azul, Figura 10) en comparacion a los de la misma concentracion de SD pero diferente
composicién. Y se vuelve a ver la estructura desordenada y cubierta de filamentos, con una
caracteristica adicional, ya que se tiene la presencia de agregados, fracciones mas densas y
compactas. Los cuales abarcan mayor parte de la estructura mientras se aumenta el %SD.

Por tanto, es evidente que tanto la composicion como el porcentaje de succinato de
dimetil tienen un efecto en la microestructura de los hidrogeles. El alto contenido de pectina
propicia la formacion de estructuras con mayor homogeneidad y poros mas grandes, lo cual
favorece el ingreso del agua al hidrogel [37] para asi obtener un alto grado de hinchamiento.
En el caso de los hidrogeles con mas quitosano, si bien es una estructura porosa, el mayor grado
de entrecruzamiento podria causar rigidez y la aglomeracion de material (circulo rojo, Figura
10) restringiendo la capacidad de extender la estructura e hincharse, logrando asi el menor

grado de hinchamiento para estos hidrogeles.
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1:1 2:1 1:2

Figura 10. Micrografias electronicas de barrido para las diferentes formulaciones de
hidrogeles. En la primera columna se indica la concentracion de SD (1.6-2.3%) y en la
primera fila, la proporcidn pectina-quitosano (1:1, 2:1 y 1:2). Barra de calibracion: 100 pm.

3.2.4. Encapsulacion y liberacion de acetaminofén
Para realizar la liberacion del farmaco se escogid entre los hidrogeles con menor grado
de hinchamiento. Puesto que entre 2% y 2.3% no hay diferencias significativas, se escogio al

2% de SD vy a las tres composiciones, al haber diferencias entre estas. Sin embargo, a pesar de
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esta diferencia en el hinchamiento, se obtuvo que el porcentaje de liberacion no es
estadisticamente diferente sin importar la composicion de los polimeros. Y solamente el tiempo

tiene un efecto significativo.
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Figura 11. Liberacién acumulativa para los hidrogeles al 2% de SD, a diferentes
composiciones especificadas en la leyenda

Asi, se obtuvo que a partir de las 5 h no hay diferencia estadisticamente significativa
hasta las 48 h. Tras lo cual se pudo alcanzar la mayor liberacion a las72 h. En cambio, durante
las tres primeras horas se tuvo el menor porcentaje de liberacion. Adicionalmente, se obtuvo
una liberacion superior al 60% y en algunos casos hasta el 100%; esto podria ser el resultado
de la absorbancia de algiin componente del hidrogel.

La liberacién del farmaco depende de la interaccion de este con los polimeros, asi como
la estructura del hidrogel. El paracetamol tiene grupos amida e hidroxilos que pueden
interactuar con los grupos amina e hidroxilo de los polimeros, reduciendo la velocidad de
liberacion [39]. Segun los resultados obtenidos no se pudo determinar una posible interaccion.

Por lo que la similitud en la liberacion se podria atribuir al parecido en la morfologia de los
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hidrogeles (Figura 10) en los que se ve la formacion de un tipo de 1d&mina en la superficie y la
disminucion de poros.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los hidrogeles formados con &cido succinico alcanzan un mayor porcentaje de
hinchamiento en comparacion a los realizados con &cido acético, lo cual se debe a que sus dos
grupos carboxilicos pueden aumentar la interaccion entre los polimeros, formando estructuras
mas grandes. De manera que, el acido succinico puede actuar como un agente entrecruzante
i6nico. Por otra parte, la irradiacion con luz UV a los polimeros en presencia de &cido succinico
aumenta el grado de entrecruzamiento, a su vez reduciendo el grado de hinchamiento en
comparacion a los hidrogeles sin exposicion a luz UV. Lo que no sucede con el acido acético,
por lo que el efecto de la luz UV podria estar relacionado con el grado de interaccién entre el
acido succinico y el quitosano.

De la misma manera, el éster de &cido succinico, el succinato de dimetilo demostro su
capacidad de formar un entrecruzamiento covalente entre la pectina y el quitosano. Mostrando
particular afinidad con el quitosano al formar tanto enlaces amida como éster con este
biopolimero. Esta afinidad hacia el quitosano, result6 en un aumento en el grado de
entrecruzamiento a medida que se aumenta la cantidad de quitosano y de éster. Esto afecta al
hinchamiento y a la morfologia de los hidrogeles. Siendo los hidrogeles con la mayor cantidad
de quitosano (1:2) y de SD (2, 2.3%) los que presentan menor grado de hinchamiento, y una
microestructura menos porosa y mas compacta. De modo que, las propiedades de los hidrogeles
se podrian ajustar de acuerdo a su aplicacién por medio de la proporcion de los polimeros y la
concentracion de SD.

De acuerdo a lo obtenido, para obtener una mayor claridad del efecto del &cido
succinico y la radiacion con luz UV en la formacion de complejos polielectroliticos de pectina-

quitosano, se recomienda ampliar el estudio al aumentar las variables como la composicion de
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los polimeros y el tiempo de exposicion, ademas de realizar mas analisis como el de SEM.
Mientras, que en el caso de los hidrogeles realizados con SD, se sugiere realizar el estudio de
liberacion en las formulaciones con mayor hinchamiento para conocer el efecto de la cantidad
de SD aplicada. Ademas, se podria investigar si se puede dar la formacién del hidrogel al afiadir
el SD a uno de los polimeros por separado y después mezclar las soluciones, ya que la
gelificacion es inmediata esto permitiria formar filamentos por medio de la extrusion del

hidrogel.
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ANEXOS

6.1. Espectro completo de los materiales base

Transmitancia(%)
Cs
(e}
o
T

|
|1
|1
851 as
[elle)
| | | | A | Il
T T T T 1T 1 T
o L
[
(c) 80 [l i
[
701 IO .
N~ O
L | 1 L L 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm-1)

Figura 12. Espectro FTIR completo de los materiales base

6.2. Espectro del succinato de dimetilo
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Figura 13. Espectro del &cido succinico (SA) y el succinato de dimetio (SD)
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6.3. Espectro FTIR completo de los hidrogeles con SD
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Figura 14. Espectro completo de los hidrogeles hechos con SD. a) 1:1, b) 2:1y c) 1:2.
6.4. Curva de calibracién del acetaminofén

Tabla 3. Valores para la curva de calibracion del acetaminofén

Concentracién [mg/mL] | Absorbancia
0.0308 1.8652
0.0250 1.5114
0.0200 1.2020
0.0150 0.8708
0.0100 0.5549
0.0050 0.2289
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y = 63.568663 -0.082061
R2=0.999815

Absorbancia

0 Il 1 1 Il 1
0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035
Concentracion [mg/mL]

Figura 15. Curva de calibracion del acetaminofén
6.5. Resultados de los analisis ANOVA y Tukey
6.5.1. Hinchamiento hidrogeles con UV

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
t (h) 6 5721552 953592 27,47 0,000
uv 1 818104 818104 23,57 0,000
Ac 1 6099082 6099082 175,71 0,000
t (h)*UVv 6 170157 28359 0,82 0,561
t (h)*Ac 6 1296682 216114 6,23 0,000
UV*Ac 1 451747 451747 13,01 0,001
Error 62 2152052 34711
Falta de 6 125052 20842 0,58 0,748
ajuste
Error puro 56 2027000 36196
Total 8316709376

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
186,308 87,12%  82,76% 76,36%
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

t(h) N Media Agrupacion
24 12 826,094 A

3 12 761,833 A

48 12751424 A

2 12 721,550 A

1 12 663,400 A

72 12 640,625 A

0 12 0,000 B

Comparaciones por parejas de Tukey: UV
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

UV N Media Agrupacion
W/out 42 722,249 A
W 42 524,873 B

Comparaciones por parejas de Tukey: Ac
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Ac N Media Agrupacion
Succ 42 893,020 A
Hac 42 354,102 B

Comparaciones por parejas de Tukey: t (h)*Ac
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

t

(h)*Ac N Media Agrupacion
24 Succ 6124821 A

3Succ 61091,42 A

48 Succ 61088,22 A

2Succ 61038,34 A

1Succ 6 897,91 A

72 Succ 6 887,03 A

3 Hac 6 432,25 B
1 Hac 6 428,89 B
48Hac 6 414,62 B
2 Hac 6 404,76 B
24 Hac 6 403,98 B
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72Hac 6 394,22 B
OHac 6 0,00 C
OSucc 6 -0,00 C

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

UV*Ac N Media Agrupacion
W/out 21 1065,04 A

Succ

W Succ 21 721,00 B
W/out 21 379,46 C
Hac

W Hac 21 328,75 C

6.5.2. Hinchamiento de los hidrogeles con SD

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor

Fuente GL Ajust. Ajust. F p
t (h) 5 28919 5784 4,39 0,001
%AC 3 130246 43415 32,98 0,000
Comp 2 5084930 2542465 1931,53 0,000

t(h)*%Ac 15 44352 2957 2,25 0,007
t(h)*Comp 10 32960 3296 2,50 0,008
%Ac*Comp 6 154118 25686 19,51 0,000

Error 174 229035 1316

Falta de 30 13023 434 0,29 1,000
ajuste

Error puro 144 216012 1500

Total 215 5704560

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

t(h) N Media Agrupacion
24 36 400,380 A
3 36386541 A B
48 36 385,272 A B
2  36376,009 A B
B
B

72 36 368,764
1 36 366,680



Comparaciones por parejas de Tukey: %Ac
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

%Ac N Media Agrupacion
1,8 54408,630 A

1,6 54400,167 A

2,3 54 364,308 B

2,0 54 349,327 B

Comparaciones por parejas de Tukey: Comp
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Comp N Media Agrupacion
2:1 72592,103 A

1:1 72 316,863 B

1:2 72 232,857 C

Comparaciones por parejas de Tukey: t (h)*%Ac
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

t

(h)*%Ac N Media Agrupacion
2416 9436,716 A

31,8 9430,514 A B

24 1,8 9424204 ABC

218 9415869ABCD

118 9412337ABCD

11,6 9408,169ABCD

48 1,6 9402281ABCDE

48 1,8 9401,144ABCDE
21,6 9388469ABCDEF
31,6 9382902ABCDEF
7216 9382463ABCDEF
24 2,3 9378 7719ABCDEF
32,3 9375051ABCDEF
48 2,3 9371346 BCDEFG
7218 9367,709 BCDEFG
482,0 9 366,315 CDEFG
722,3 9 364,066 CDEFG
24 2,0 9 361,822 CDEFG
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7220 9 360,819 DEFG

22,3 9 360,645 DEFG
32,0 9 357,695 DEFG
22,0 9 339,053 EFG
123 9 335,959 FG
12,0 9 310,258 G

Comparaciones por parejas de Tukey: t (h)*Comp
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

t
(h)*Comp N Media Agrupacion

321 12 622,536 A
2421 12 613,889 A
22:1 12 599,526 A B
48 2:1 12 583,634 A B
121 12577772 A B
722:1 12 555,262 B

2411 12 344,093 C
48 1:1 12 333,266 C
7211 12 321,235 C
311 12 305,153 C
211 12 299,666 C
111 12 297,765 C
241:2 12 243,159 D
48 1:2 12 238,915 D
31:2 12 231,933 D
721:2 12 229,796 D
21:2 12 228,835 D
11:2 12 224,505 D

Comparaciones por parejas de Tukey: %Ac*Comp
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

%Ac*Comp N Media Agrupacion

1,82:1 18 676,726 A

2,321 18579,421 B
1621 18573,824 BC
2021 18 538,442 C
1611 18 355,970 D
2,311 18 307,194 E
2011 18 304,613 E

1,811 18 299,675 E



161:2 18 270,706 EF
1,81:2 18 249,488 F
2,31:2 18 206,307 G
2,01:2 18 204,927 G

6.5.3. Liberacion de Acetaminofén

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust.  Ajust. F p
t (h) 7 42271 603,88 7,36 0,000
Comp 2 4474 223,71 2,73 0,078
t 14 813,9 58,13 0,71 0,753
(h)*Comp
Error 40 3283,3 82,08
Total 63 9070,6
Resumen del modelo
R-

R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)
9,05988 63,80%  42,99% 0,00%

Ajustes y diagndsticos para observaciones poco comunes

Obs %L Ajuste Resid Resid est.
12 54,28 72,13 - -2,79R
17,85
13 89,98 72,13 17,85 2,79R
64 101,45 86,52 14,93 2,02R

Residuo grande R

Comparaciones por parejas de Tukey: t (h)
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

t(h) N Media Agrupacion
72 8937578 A
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48 8899114 A

B
24 8831155A B C
5 8 78,0164 B C
6 8 76,9823 B C
3 8 72,8481 C
2 8 71,4745 C
1 8 69,2008 C

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Comp N Media Agrupacion
2.1 1681,3343 A
1.1 24811447 A
1.2 24757611 A

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

t (h)*Comp N Media Agrupacion

7211 3101,944 A

48 1:1 3 96,965A B
7221 2 92808A B C
48 2:1 2 89285A B C
2411 3 87151A B C
721:2 3 86522A B C
242:1 2 85262A B C
521 2 84734A B C
48 1:2 3 83484A B C
62:1 2 81490A B C
611 3 718395A B C
24 1:2 3 76934A B C
511 3 76,025A B C
311 3 74922A B C
51:2 3 73291A B C
21:2 3 72,844 B C
321 2 72740A B C
121 2 712224A B C
22:1 2 72132A B C
11:2 3 71,070 B C
61:2 3 71,062 B C
31:2 3 70,882 B C
211 3 69,448 B C
111 3 64,308 C



