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RESUMEN

En el presente estudio se analizé el efecto de la nanocelulosa nanofibrilada tempo oxidada
(NFTO) en las propiedades fisicoquimicas y de liberacion de farmaco de parches de
pectina y quitosano. Los protocolos de incorporacion de la NFTO se plantearon en
funcion de la homogeneidad del parche, la cual fue evaluada visualmente. Se determiné
que el mejor protocolo involucra la mezcla directa en el buffer de acetato de sodio y
glicerina utilizando un vortex. Se realizaron analisis SEM, FTIR y TGA, donde se
observd la formacion de fibras a medida que aumenta la concentracién de nanocelulosa..
En el andlisis termogravimeétrico se visualizd una disminucion de temperatura de
degradacion mientras aumentaba la concentracion de NFTO debido a formacion de
enlaces ionicos observados en el FTIR. En relacion a las pruebas de hinchamiento, se
obtuvo un menor grado de hinchamiento en hidrogeles con nanocelulosa, lo que implica
mejor entrecruzamiento y estabilidad. Adicional, se evaluo la liberacion de farmaco en
funcién de la concentracion de NFTO, donde no se obtuvo diferencias significativas para
las diferentes composiciones. Finalmente, se evalud la existencia de influencia de NFTO
en parches de pectina quitosano, donde se evidencié un mejor entrecruzamiento y

estabilidad en condiciones fisiolégicas, y liberacion de acetaminofén similar.

Palabras claves: hidrogeles, parches, nanocelulosa, nanocelulosa tempo oxidada,

pectina, quitosano.



ABSTRACT

The present study aimed to analyze the effect of tempo-oxidized nanofibrillated
nanocellulose (NFTO) on the physicochemical and drug release properties of pectin and
chitosan patches. NFTO incorporation protocols were proposed based on the
homogeneity of the patches, which was evaluated visually. It was determined that the best
protocol involves direct mixing in the sodium acetate and glycerin buffer using a vortex.
SEM, FTIR and TGA analyzes were carried out, where the formation of fibers was
observed as the nanocellulose concentration increased. In the thermogravimetric analysis,
a decrease in degradation temperature was observed while the NFTO concentration
increased due to the formation of ionic bonds. observed in the FTIR. In relation to the
swelling tests, a lower degree of swelling was obtained in hydrogels with nanocellulose,
which implies better cross-linking and stability. Additionally, drug release was evaluated
as a function of NFTO concentration, where no significant differences were obtained for
the different compositions. Finally, the existence of NFTO influence in chitosan pectin
patches was evaluated, where better cross-linking and stability under physiological

conditions, and similar acetaminophen release, were evident.

Key words: hydrogels, patches, nanocellulose, tempo-oxidized nanocellulose, pectin,

chitosan.
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1. INTRODUCCION

Los hidrogeles son materiales poliméricos que se caracterizan por formarse a
través del entrecruzamiento de redes de polimeros, lo que resulta en estructuras
tridimensionales con la capacidad de absorber y retener una gran cantidad de agua [1].
Por lo cual tienen un papel importante en la actualidad debido a su amplia variedad de
aplicaciones en diferentes campos, como la biomedicina, la ingenieria de tejidos, la
agricultura e industria alimenticia. En la biomedicina, los hidrogeles se utilizan para el
desarrollo de vendajes para heridas, implantes, terapias de medicina regenerativa y
sistemas de liberacion controlada de medicamentos [2].

La liberacion controlada de farmacos son formas de dosificacion que permiten la
liberacion del farmaco, a partir de una matriz, a una velocidad y/o en una localizacion
determinadas, para conseguir valores adecuados de biodisponibilidad y garantizar un
correcto efecto farmacoterapéutico en el paciente [3]. Ademas, existen diversas rutas de
administracion de farmacos, cada una con sus ventajas e inconvenientes, como la via
oral, sublingual, tdpica, inhalatoria, intravenosa, intramuscular y transdérmica [4]. Un
caso representativo del Gltimo incluye los parches transdérmicos, los cuales constan de
tres capas esenciales: una cubierta protectora que previene la entrada de particulas
externas hacia la herida, y resguarda los otros elementos del parche; una matriz
polimérica que alberga el medicamento; y por ultimo, una capa adhesiva que actla
como soporte para mantener el parche adherido a la piel [5]. Entre las ventajas
primordiales de la estrategia de administracion de farmacos a través de la piel, destacan
la reduccion de la toxicidad celular gracias a la menor dosis necesaria, la liberacion
regulada del medicamento, una mayor tolerancia y la minimizacién de los efectos
secundarios. Por otro lado, emplear parches como sistemas para encapsular y liberar

medicamentos representa una opcion mas econdémica y accesible para las comunidades
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rurales que tienen un acceso limitado a instalaciones de atencion médica [6]. En el
presente trabajo la estructura objeto de estudio sera la matriz polimérica en parches
transdérmicos.

Como se menciono anteriormente, los hidrogeles son uno de los principales
materiales de desarrollo de estos parches, por lo que la capacidad de liberacion esta
influenciada por la naturaleza del hidrogel, la cual varia en funcién de su composicion y
el método de entrecruzamiento. Esto permite que estos materiales sean aptos para
mantener una administracion prolongada y uniforme de sustancias. En este sentido, los
hidrogeles pueden estar formados por uno o varios polimeros, ya sean de origen
sintético o natural. Un ejemplo de polimero sintético cominmente empleado es el
alcohol polivinilico (PVA) [7], la carboximetilcelulosa (CMC), la poliacrilamida (PAM)
y el polietilenglicol (PEG) [8]. Estos posibilitan que los hidrogeles resultantes tengan
una mayor capacidad de absorcion de agua, exhiban buenas caracteristicas mecénicas y
disfruten de una vida util extendida, lo que hace que su utilizacion sea destacada en
comparacion con los hidrogeles de origen natural [9]. No obstante, los polimeros de
origen natural, tales como el quitosano, la pectina, la celulosa, el colageno, la queratina,
ofrecen otras ventajas importantes, como biodegradabilidad, biocompatibilidad, alta
capacidad de mucoadhesividad y su amplia disponibilidad [8] . Su inconveniente reside
en su escasa resistencia mecanica y limitada estabilidad; no obstante, es factible realzar
la resistencia mecanica, la estabilidad térmica y otros aspectos similares a través de la
interconexion y la incorporacion de otros polimeros.

La pectina es un polisacarido compuesto por acido galacturonico y se localiza en
la pared celular de las plantas, siendo extraida principalmente de la cascara de ciertas
frutas como manzana, limén, naranja, entre otras [10]. Se debe considerar que la pectina

es sensible al pH y a la temperatura [11], ademas posee una baja capacidad de retencion
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de agua [12], lo que influye en la formacion de hidrogeles estables y durabilidad. Por
otra parte, el quitosano es un polisacérido de estructura lineal que esta formado por
glucosamina y N-acetilglucosamina, se obtiene a través de un proceso de desacetilacion
que implica la eliminacion de los grupos acetilo de la quitina. Este se extrae de la
quitina, que es otro polisacarido presente en los exoesqueletos de crustaceos, como
cangrejos y camarones [13]. Las principales ventajas de este biopolimero radican en alta
capacidad de retencion de agua y sus propiedades antimicrobianas [14]. Sin embargo,
este material exhibe insolubilidad en agua y soluciones orgéanicas, y apenas se disuelve
en ambientes acidos, lo que hace que su utilidad sea limitada [15].

Debido a las restricciones que implica usar un biopolimero puro, se han llevado
a cabo la combinacion de polimeros entre si y con otros componentes con la finalidad
de incorporar las ventajas inherentes de cada uno de ellos para crear compuestos con
mayor bioactividad y mejora de propiedades fisicas y quimicas [16] . Por ejemplo, se ha
reportado que los hidrogeles biodegradables de pectina y quitosano pueden mejorar
potencialmente los efectos del tratamiento del cancer debido a la liberacion prolongada
de cisplatino citostatico [17]. Ademas, se han realizado films de pectina/quitosano con
extracto de fruta noni (NFE) con resultados favorables en las propiedades de traccion y
permeabilidad al vapor de agua [18] . También, Calvopifia en 2022 [19] desarrolld
parches a base de mecanogeles de quitosano y pectina con potencial aplicacion en la
encapsulacion y administracion transdermal de farmaco, en el Laboratorio de
Biomateriales de Ingenieria Quimica en la USFQ. A pesar de todo, los sistemas
combinados de pectina y quitosano todavia son inestables en medios fisiologicos y
presentan bajas propiedades mecanicas, lo que genera limitaciones de aplicacion en

partes de alta movilidad fisica y su produccion en masa.
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Actualmente, se ha incorporado nanocelulosa en hidrogeles de pectina e
hidrogeles de quitosano [20] por separado en aplicaciones biomédicas. La celulosa, que
es el biopolimero mas comunmente hallado en fuentes como la madera, experimenta
una transformacion al ser sometida a oxidacion mediante la utilizacion del radical
TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-6xido) [21]. Este proceso conduce a la
obtencion de un compuesto extremadamente fino, cristalino y caracterizado por una alta
relacion de aspecto [22]. El procedimiento de oxidacién con TEMPO implica la
conversion de un hidroxilo presente en la cadena molecular de celulosa a un aldehido o
a un grupo carboxilo bajo condiciones de oxidacion. Esto conlleva a una disminucién en
la longitud de la cadena de celulosa, generando microcristales de celulosa a una escala
nanomeétrica, llamado nanocelulosa [23]. Es asi, que sus ventajas principales son
biodegradabilidad, biocompatibilidad, posee una destacada habilidad para retener agua,
lo que la hace iddnea en la fabricacion de hidrogeles que requieran una elevada
capacidad de retencion de liquido. Asimismo, presenta notables propiedades mecanicas
y térmicas, lo que la convierte en una eleccion adecuada para aplicaciones que
demandan una fuerte resistencia tanto en términos mecénicos como térmicos [24].

De esta manera, el presente trabajo plantea evaluar el efecto de la nanocelulosa
tempo oxidada en parches de pectina y quitosano elaborados por mecano quimica para
aplicaciones biomédicas. Para cumplir dicho objetivo, primero se definird protocolos de
incorporacion de nanocelulosa en la elaboracion de mecanogeles de pectina y quitosano.
Luego, se determinara la influencia de diferentes concentraciones de nanocelulosa
tempo oxidada en las propiedades fisicas y mecanicas de los parches de pectina y
quitosano para la mejor relacion entre estabilidad y formacion del parche. Finalmente,
se evaluara la liberacion controlada de acetaminofén en los parches de pectina 'y

quitosano modificados con nanocelulosa nanofibrilada tempo oxidada.
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

2.1  Materiales.

Los materiales utilizados en la elaboracion de hidrogeles fueron pectina citrica
brasilefia (con grado de metoxilacion de aproximadamente 69%), quitosano (obtenido
de cascara de camarones con grado de desacetilacion > 90%) de BiOrigins,
nanocelulosa nanofribilada tempo oxidada (concentracion de 1.92 + 0.03%, y grado de
oxidacion de 16.8%) donada por la profesora Soledad Peresin desde Auburn University,
buffer de acetato de sodio (BAS) que contiene glicerol con 99.5% de grado USP y
acetato de sodio al 99% de Loba Chemie. Para la liberacion de farmacos se afiadio
acetaminofén estandar (Sigma-Aldrich A3035) en los hidrogeles, y se us6 un buffer de
fosfato salino (PBS, pH 7.4).

2.2 Elaboracion de parches

2.2.1 Preparacion de hidrogeles de pectina y quitosano.

Para la preparacion de hidrogeles se consideré como base lo expuesto en
trabajos previos en el Laboratorio de Biomateriales de la USFQ [25], se realizé una
mezcla sélida entre pectina y quitosano relacion 1:1 que se sometié durante 15 minutos
a tratamiento mecanico usando un pistilo y un mortero [26].Luego, se mezclo los
polimeros mecanizados en relacion 3.33% p/v con un buffer de acetato de sodio (1.0 N
y pH 2) y glicerina al 5% v/v (temperatura ambiente) durante 30 segundos en un
homogenizador. La mezcla homogenizada se colocd en moldes de silicona circulares y
se dejo en reposo por 2 horas a temperatura ambiente, y posteriormente, los hidrogeles

resultantes se secaron a 40 °C durante 48h (descripcion visual en el Anexo A).
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2.2.2 Incorporacion de nano celulosa en parches de pectina y quitosano.

Una vez establecida la elaboracion de los hidrogeles base de pectina y quitosano,
se probaron nuevos protocolos de incorporacion de la nanocelulosa nanofibrilada tempo
oxidada (NFTO) tales como: previa liofilizacion de NFTO para incorporar durante la
mecanizacién de los biopolimeros, y la incorporacion directa en el buffer con agitacion
en vortex durante 15 segundos previo a la mezcla con los biopolimeros. En el primer
procedimiento se obtuvieron como resultado parches heterogéneos (ver seccion de
Resultados y Discusion) por lo que se seleccioné el segundo protocolo para realizar los
parches con variacion en la concentracion de nano celulosa (2%, 3%, 4%, 6% p/p con
respecto al peso de la mezcla polimérica).
2.3 Caracterizacion quimica/fisica de los parches

2.3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés).

Con la finalidad de estudiar la morfologia de los hidrogeles, se realiz6
microscopia electrénica de barrido en un equipo JEOL JSM-1T300 de muestras de 5
mm? de los parches con diferentes concentraciones de NFTO, que fueron recubiertas
con oro mediante el equipo Sputter Coater modelo 108auto de TED PELLAY fijadas en

el disco porta muestras a 20 kV y presion de 67 Pa con resoluciones de 100x, 250x.

2.3.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR).

Se caracterizo los hidrogeles mediante Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FTIR, Agilent Cary 630 con punta de diamante), con un
rango de longitud de onda de 648 a 4003 cm™1, y 128 scans.

2.3.3 Analisis Termogravimétrico (TGA).

La técnica de analisis termogravimétrico (TGA) en el equipo STA 8000 de la
marca Perkin Elmer se utilizd para estudiar la estabilidad térmica. Las condiciones

empleadas correspondieron a flujo de nitrégeno 40 mL/min con un rango de
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temperatura entre 25 °C — 650 °C, velocidad de cambio de 10 °C/min y muestras con

peso de 8 mg [19].

2.3.4 Prueba de hinchamiento.

En cuanto a la prueba de hinchamiento como indicador de estabilidad, se
introdujo muestras de didmetro de 1 cm de los parches en PBS a un pH de 7.4 a 37 °C
en incubacion, por 72 horas, para simular condiciones corporales humanas [27]. Se
pesaron los hidrogeles en seco y a determinados tiempos (1h, 3h, 4h, 5h, 24h, y 72h). El
porcentaje de hinchamiento se obtuvo mediante la ecuacién a continuacion:

mt m;
m;

%H = x 100 (1)

Donde, m, es la masa del hidrogel en el tiempo t y m; es la masa inicial cuando

el hidrogel esta seco, previo a sumergirlo en PBS

2.4 Encapsulacién y liberacion acetaminofén

Se realizé la encapsulacion del acetaminofén en una relacion 5% p/p con
respecto a la cantidad de mezcla biopolimérica [28], que se incorpor6 cuando los
biopolimeros ya estaban mecanizados previo a la adicion del buffer. Luego, se realiz6 el
mismo protocolo previamente mencionado en la seccion 2.1.

Por otra parte, en la liberacion se colocaron las muestras de hidrogeles (por
triplicado) de 1 cm de didmetro en 5 mL de PBS a 37 °C en la incubadora. Cada
determinado tiempo (1, 2, 3, 5, 6, 24, 48, 72)h se tomaron alicuotas de 100 uL de la
solucion y se sustituyd la misma cantidad con PBS fresco. Luego, se diluyeron las
alicuotas hasta 2 mL con PBS y se midio la absorbancia en el espectrofotémetro CECIL
CE 2041 UV-VIS, a una longitud de onda de 243 nm (Amax acetaminofem) [29].

Despues se determiné la concentracion mediante la curva de calibracion (Anexo B)
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realizada con soluciones de concentracion definidas. Finalmente, se calculd el
porcentaje de farmaco liberado mediante[28] :

D _
%D, = ——1 ¥ 100

D, (2)
Donde, D, es la masa en mg del farmaco en el tiempo t, D,_, es la

cantidad de farmaco liberado acumulada y D, es la masa inicial del f&rmaco.

2.5 Anélisis Estadistico
Los ensayos de hinchamiento y liberacidn se realizaron por triplicado,
reportando los valores como el promedio (£ desviacion estandar). Los efectos
significativos se determinar mediante un analisis de varianza (ANOVA) y las
diferencias significativas fueron por comparacion por pares con prueba Tukey, con

un 95% de confianza (p < 0.005).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Definicion del protocolo de incorporacion de nanocelulosa

Primero se realizaron dos procedimientos de incorporacion de la NFTO, donde
se pudo observar fisicamente diferencias entre los parches (Figura 1). En la figura 1a se
observo un parche no homogeneo, principalmente debido a que la nanocelulosa
liofilizada no se trituré completamente en el mortero. Esto puede deberse a su alta
porosidad, que tiende a tener una baja densidad relacionada con el gran volumen de
espacio vacio entre las estructuras porosas [30]. La baja densidad a menudo esta
asociada con una baja resistencia estructural, lo que significa que las fuerzas mecéanicas
aplicadas durante el proceso de trituracion pueden no ser eficaces para romper o reducir
el tamafio de las particulas. Por otra parte, al afiadir la NFTO en el buffer de acetato de
sodio y glicerol se observé un parche homogéneo, sin presencia de grumos (Figura 1b ).
Si bien, la solucidon del acetato de sodio no funciona como solvente para la
nanocelulosa, ya que esta muestra una baja solubilidad en la mayoria de los solventes
organicos y acuosos convencionales debido a su estructura polimérica y a las
interacciones intermoleculares presentes [20], la glicerina puede ayudar a mejorar la
estabilidad y la dispersién de la nano celulosa debido a su capacidad para formar una
interfaz entre la nano celulosa y el medio acuoso [31]. A partir de esto, se obtuvo que el
segundo protocolo fue el adecuado para incorporar nanocelulosa en los mecanogeles de
quitosano y pectina, con lo cual se realiz6 la variacion de la cantidad de NFTO en los
parches. Estos materiales en la siguiente etapa fueron caracterizados como se muestra

en la préxima seccion.
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a) b)

Figura 1. Apariencia de los hidrogeles formados a través de dos protocolos: a)
Nanocelulosa liofilizada incorporada en el tratamiento mecénico y b) Nanocelulosa

disuelta en buffer

3.2 Caracterizacion quimica/fisica parches

3.2.1 Morfologia parches.

La morfologia de los hidrogeles se estudiéo mediante SEM, utilizando el
protocolo de incorporacion de NFTO en el buffer. En la figura 2, se visualizé los
parches de pectina y quitosano en relacion 1:1 con variaciones de concentracion de
nanocelulosa (2, 3, 4 y 6) % con la finalidad de determinar su influencia en los
hidrogeles. En el parche control compuesto Gnicamente por pectina y quitosano,
mostrado en la figura 2a, se observaron algunas cavidades circulares, no obstante a
medida que la concentracién de nanocelulosa aumenta existe el incremento de
rugosidades fibrilosas, tal como se observan en las figuras 4b-4e. Esa apariencia se debe
a que la NFTO posee una estructura intrinsecamente alargada y fibrosa [32],
demostrando que si ocurrié una incorporacion e influencia morfoldgica de la

nanocelulosa en los mecanogeles.
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La presencia de estructuras fibrosas en un hidrogel sugiere la existencia de
roles importantes en ingenieria de tejidos, liberacion controlada de farmacos y otras
aplicaciones biomédicas. Estas pueden mejorar significativamente las propiedades
mecénicas del hidrogel, haciendo que sea mas robusto y resistente, especialmente en
aplicaciones que requieren fuerzas mecéanicas significativas [33]. También, pueden
actuar como reservorios para los farmacos y afectar la velocidad y la cinética de

liberacion [34], lo cual se evaluard en la seccion 3.3.

Figura 2. Micrografias electronicas de barrido de parches con una relacion pectina

quitosano 1:1 a diferentes concentraciones de nanocelulosa: (a) Control, (b) 2% p/p,

(c) 3% p/p, (d) 4% p/p, (e) 6% p/p. Magnificacion: 100X, barra de calibracion:100 um

3.2.2 Caracterizacion quimica de los parches.
A continuacion se realizo una caracterizacion quimica de los parches a
diferentes concentraciones de nanocelulosa. En la figura 3 se puede observar en el pico
de ~1550 cm™1, que existe una bifurcacion a medida que la concentracion de la

nanocelulosa aumenta, lo que indica la presencia de una interaccion molecular
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especifica [35]. En el caso del quitosano presenta el grupo amida (-CONH-) en ese
rango, mientras que la nanocelulosa tempo oxidada posee grupos carboxilato (COO-)
que corresponden a un grupo carboxilico desprotonado debido al proceso de oxidacion
[35]. Ambos grupos funcionales son capaces de formar enlaces de hidrogeno debido a
la polaridad de los enlaces O-H y N-H. En otras palabras, el hidrogeno de un grupo -NH
de la amida puede formar un enlace de hidrégeno con el oxigeno de un grupo -COO".
Asi mismo, existe una reduccion del estiramiento en ~1640 cm™! correspondiente a
enlaces C=0 en grupos amida. También se visualizan picos caracteristicos que no
cambian como el de pectina ~1740 cm™?! correspondiente al grupo éster, bandas
~1420 cm™1 relacionados a la deformacién angular de grupos metilo en pectina, picos
~1240 cm™? de estiramiento de C-O-C en enlaces éter en pectina, bandas de ~1050
cm™1 asignados como enlaces C-O-C de estiramientos en nanocelulosa y enlaces

glicosidicos del quitosano.
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A:Control B:Nanocelulosa 2% C:Nanocelulosa 3% D:Nanocelulosa4%  E:Nanocelulosa 6%

Figura 3. Espectros FTIR de parches a diferentes concentraciones de nanocelulosa:

control, 2%, 3%, 4%, 6%

3.2.3 Estabilidad térmica.

En este estudio, se investigd el comportamiento térmico de parches compuestos
por pectina, quitosano y nanocelulosa, centrandose especialmente en la influencia de la
concentracion de nanocelulosa en la temperatura de méxima degradacion. En la figura 4
se puede visualizar que a medida que aumentd la concentracion de NFTO, disminuyd la
temperatura de maxima degradacion de los parches, desde 228 °C hasta 178 °C. Debido
a que la temperatura maxima de degradacion es indicativa de la estabilidad térmica del
material, una disminucion en esta implica limitaciones a las aplicaciones précticas del
material en entornos donde se requiere resistencia térmica [36].

Segun la bibliografia [35] el punto de degradacion de la nanocelulosa tempo
oxidada se encuentra entre 275 °C y 350 °C que se da por la ruptura de los enlaces
glicosidicos C-O-C, mientras que el quitosano y pectina presentan menores
temperaturas (228 °C a 300 °C y 200 °C a 260 °C correspondientemente), y cuando se
combinan la pectina y el quitosano tienden a formar complejos idnicos con temperatura
de degradacion de alrededor de 250 °C [37] . Al afadirle la nanocelulosa tempo oxidada
se exhibe una degradacion térmica inferior debido a que se forman enlaces i6nicos entre
los biopolimeros (sobre todo por la introduccion de los grupos carboxilatos) que
cambian la estructura de las cadenas, lo que probablemente pudo provocar una pérdida
de organizacion y cristalinidad.

Ademas, comparando con los resultados obtenidos en el SEM, a medida que la

concentracion de nanocelulosa aumenta, hay mayor formacion de fibras, implicando
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mayor desorden, una menor cristalinidad y dispersion en los parches [38] que produjo la
disminucion de temperatura de degradacion.

En cuanto al peso remanente, este no presenta una relacion proporcional a la
concentracion de nanocelulosa; este fue mayor cuando se tenia un 2%, y menor cuando
hubo un 4% de NFTO. Las posibles explicaciones pueden ser la variada distribucion y
dispersion de la nanocelulosa en la matriz polimérica [31], o la presencia de impurezas

en la NFTO.
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Figura 4. Analisis termogravimétrico de parches a diferentes concentraciones de

nanocelulosa: control, 2%, 4%, 6%

3.2.4 Estabilidad en condiciones fisioldgicas.
A continuacion, se sometieron a los parches a pruebas de hinchamiento con el

objetivo de analizar su estabilidad en condiciones fisioldgicas. En la figura 5, se observo
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que el parche de control y el de 2% de NFTO tuvieron un comportamiento similar
porque en las primeras 5 h se dio un incremento de hinchamiento, luego se estabilizd
hasta que a las 24 h aumento otra vez, y es asi que su porcentaje de hinchamiento fue
alrededor del 450% luego de las 72 h. Sin embargo, a medida que se aumento la
concentracion de nanocelulosa, se evidencio un menor hinchamiento de los parches. En
especial, el hidrogel con 3% tiene un aumento ligeramente progresivo durante las
primeras horas y no existio un cambio brusco a partir de la hora 24, sino que tiende a
estabilizarse hasta alrededor de (209 +8.44)% de hinchamiento. Por ultimo, los
hidrogeles de 4% y 6% presentaron un comportamiento parecido, llegando a un
hinchamiento de (150+13.5)%.

En base a estudios previos, se corrobora que mientras menor sea el
hinchamiento, menor sera la degradacion del parche y el grado de entrecruzamiento sera
mayor [39]. Al comparar con la morfologia de los parches previamente analizada, en la
figura 2b, con 2% NFTO aln existieron cavidades por lo que el comportamiento de
hinhcamiento fue similar al parche de control. Mientras que a partir de la figura 2c con
3% de nanocelulosa, se observé el comienzo de la formacion de fibras, representando
mejor entrecruzamiento y estabilidad. Para confirmar lo antes expuesto, se llevd a cabo
un analisis estadistico de ANOVA y de Turkey, donde se calsific6 en tres grupos con
diferencia significativa entre agrupacion, pero no dentro de cada uno: el primero control
y nanocelulosa 2%, el segundo nanocelulosa 3% y el ultimo nanocelulosa 4% y 6%

(Anexo C).
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Figura 5. Cinética de hinchamiento de los parches con distintas concentraciones de

nano celulosa: original, 2%, 3%, 4%, 6%

3.3 Modelo de liberacion de acetaminofén

Los sistemas de liberacidn de farmacos, como los parches, deberian exhibir
preferiblemente una liberacion estable. Esto posibilita una utilizacion mas eficaz del
medicamento y facilita la administracion de dosis menos frecuentes, lo que contribuye a
mejorar la conformidad del paciente [3]. Por tanto, resulta crucial tener en cuenta los
perfiles de liberacion del farmaco. Para llevar a cabo la liberacién del farmaco se
seleccionaron los siguientes hidrogeles: Control, nc 2%, nc 3% y nc 4%. El de 6% de
nanocelulosa fue descartado debido a que no fue significativamente diferente al de 4%
en las pruebas de hinchamiento.

Se observa en la figura 6 que generalmente todas las curvas presentan un
comportamiento inestable porque al inicio se libera la mayor parte del farmaco y
después de las 6h existieron oscilaciones de crecimiento.y decrecimiento hasta llegar a
la estabilizacion. Si bien los parches de control tuvieron picos mas pronunciados y
mayor desviacién estandar que los parches con nanocelulosa, se obtuvo mediante

ANOVA y Tukey que el porcentaje de liberacion no fue estadisticamente distinto para
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el porcentaje de concentracion y que solo el tiempo si presenta un efecto significativo
(Anexo D).

Adicional, lo maximo de liberacion que se obtuvo es de alrededor del 17% en
el parche de nanocelulosa 4%, que en comparacion con estudios anteriores donde la
liberacion era superior al 60%, se tuvo un porcentaje relativamente bajo [40]. Esto
puede explicarse debido a que la nanocelulosa podria interactuar de manera diferente
con el acetaminofén o con otros componentes del hidrogel, afectando la liberacion del
farmaco [41]. La nanocelulosa tempo oxidada suele tener grupos quimicos oxigenados
en su superficie, como carboxilos. Estos grupos pueden interactuar con el acetaminofén

a través de enlaces quimicos, como enlaces de hidrogeno.
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Figura 6. Porcentaje acumulado de liberacion de acetaminofén con distintas

concentraciones a 37°C en los parches durante 72 horas.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se evalud el efecto de la nanocelulosa nanofibrilada tempo oxidada en parches
de pectina y quitosano elaborados por mecano quimica para aplicaciones biomédicas.
Para esto se logro la obtencion de un parche homogéneo visiblemente cuando se
introduce nanocelulosa en el buffer de acetato de sodio y glicerina, quedando
establecido el protocolo de incorporacion de la NFTO. Ademas, que mediante el SEM
se comprobd la formacion de estructuras fibrosas a medida que aumenta la
concentracion de NFTO, generando un mejor entrecruzamiento y flexibilidad.

Al realizar el FTIR no se observaron grandes cambios con la variacion de la
concentracion de nanocelulosa, solo existe bifurcacion en el pico de ~1550 cm™! que
indicd formacion de enlace de hidrégeno del grupo -NH de la amida del quitosano con
el grupo -COO™ de la NFTO. Mientras, que en el TGA se dié una disminucion de la
temperatura de degradacion a medida que se aumenta la nanocelulosa debido a la menor
cristalinidad y dispersion por las interacciones idnicas existentes en el complejo pectina-
quitosano mencionadas anteriormente.

Del mismo modo, si bien se visualizd menores cambios en el porcentaje de
liberacion de acetaminofén al trascurso de las horas en los parches con nanocelulosa en
comparacion con los que no poseen, no se diferencio significativamente entre ellos
segun los andlisis estadisticos.

Por otra parte, las pruebas de hinchamiento evidenciaron resultados positivos
porque a medida que se aumenta la concentracion de nanocelulosa se observo un menor
hinchamiento de los parches, lo que implica que la degradacion del parche sera menor y

el grado de entrecruzamiento serd mayor. Finalmente se recomienda realizar estudios



28

mecénicos a profundidad como pruebas de traccion con el fin de evaluar la resistencia a

la deformacion y fuerza méxima que el material puede soportar antes de romperser.
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6. ANEXOS

Anexo A: Representacion Visual de Protocolos: A) NFTO liofilizada, B) NFTO en
buffer
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Figura 7. Representacion visual de protocolos de incorporaciéno de NFTO



37

Anexo B: Tablay grafico de curva de calibracion acetaminofén
Tabla 1. Datos de concentracion y absosrbancia de curva de calibracion de

acetaminofén

1
0.9
0.8

0.7

e 0.6
§0.5

20.4

<0.3
0.2
0.1

Concentracion [mg/ml] | Absorbancia
0.005 0.256
0.007 0.383
0.009 0.476
0.011 0.606
0.013 0.708
0.015 0.811

y:

55.49x - 0.015
R2=0.9983

0
0.004

0.006

0.008

0.01

0.012

Concentracién (mg/mL)

0.014 0.016

Figura 8. Curva de calibracion de acetaminofén



Anexo C: ANOVA y Tukey para pruebas de hinchamiento

Modelo lineal general: % Hinchamiento vs. Concentracion
NC; Tiempo (h)

Método

Codificacion de (-1; 0; +1)
factores

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores

Concentracion  Fijo 5 0,00%; 2,00%; 3,00%; 4,00%;
NC 6,00%

Tiempo (h) Fijo 61;3;4;5; 24,72

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Concentracion NC 4 935845 233961 575,79 0,000
Tiempo (h) 5 104910 20982 51,64 0,000
Concentracion NC*Tiempo 20 41261 2063 5,08 0,000

(h)

Error 60 24380 406

Total 89 1106397

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
20,1577 97,80% 96,73% 95,04%

Coeficientes
Término Coef EE del coef. ValorT Valorp FIV
Constante 219,42 2,12 103,26 0,000
Concentracion NC
0,00% 124,52 4,25 29,30 0,000 1,60
2,00% 122,57 4,25 28,84 0,000 1,60
3,00% -56,09 4,25 -13,20 0,000 1,60
4,00% -89,31 4,25 -21,02 0,000 1,60
Tiempo (h)
1 -53,42 4,75 -11,24 0,000 1,67
3 -19,62 4,75 -4,13 0,000 1,67
4 -0,18 4,75 -0,04 0,970 1,67
5 -0,82 4,75 -0,17 0,864 1,67
24 14,52 4,75 3,06 0,003 1,67
Concentracion NC*Tiempo
(h)
0,00% 1 -16,66 9,50 -1,75 0,085 2,67
0,00% 3 -10,16 9,50 -1,07 0,289 2,67
0,00% 4 0,25 9,50 0,03 0,979 2,67
0,00% 5 3,97 9,50 0,42 0,678 2,67
0,00% 24 -11,37 9,50 -1,20 0,236 2,67
2,00% 1 -53,35 9,50 -5,61 0,000 2,67
2,00% 3 -20,63 9,50 -2,17 0,034 2,67
2,00% 4 20,26 9,50 2,13 0,037 2,67
2,00% 5 8,56 9,50 0,90 0,372 2,67
2,00% 24 -6,78 9,50 -0,71 0,478 2,67
3,00% 1 21,58 9,50 2,27 0,027 2,67
3,00% 3 0,62 9,50 0,07 0,948 2,67
3,00% 4 -15,54 9,50 -1,64 0,107 2,67
3,00% 5 -6,64 9,50 -0,70 0,488 2,67

3,00% 24 13,61 9,50 1,43 0,157 2,67



4,00% 1 20,86 9,50 2,20
4,00% 3 12,71 9,50 1,34
4,00% 4 5,13 9,50 0,54
4,00% 5 -1,85 950  -0,19
4,00% 24 2,43 9,50 0,26
Ecuacion de regresion
% = 219,42 + 124,52 Concentracion NC_0,00%

Hinchamiento + 122,57 Concentracion NC_2,00%
- 56,09 Concentracion NC_3,00% - 89,31 Concentracion NC_4,00%

0,032 2,67
0,186 2,67
0,592 2,67
0,846 2,67
0,799 2,67

- 101,69 Concentracién NC_6,00% - 53,42 Tiempo (h)_1
- 19,62 Tiempo (h)_3

- 0,18 Tiempo (h)_4 - 0,82 Tiempo (h)_5 + 14,52 Tiempo (h)_24

+ 59,53 Tiempo (h)_72 - 16,66 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 1
- 10,16 Concentracién NC*Tiempo (h)_0,00% 3

+ 0,25 Concentracién NC*Tiempo (h)_0,00% 4

+ 3,97 Concentracién NC*Tiempo (h)_0,00% 5

- 11,37 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 24
+ 33,98 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 72

- 53,35 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 1
- 20,63 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 3

+ 20,26 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 4

+ 8,56 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 5
- 6,78 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 24

+ 51,94 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 72
+ 21,58 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 1

+ 0,62 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 3
- 15,54 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 4
- 6,64 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 5

+ 13,61 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 24
- 13,63 Concentracién NC*Tiempo (h)_3,00% 72
+ 20,86 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 1
+ 12,71 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 3

+ 5,13 Concentracién NC*Tiempo (h)_4,00% 4
- 1,85 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 5

+ 2,43 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 24
- 39,27 Concentracién NC*Tiempo (h)_4,00% 72
+ 27,57 Concentracion NC*Tiempo (h)_6,00% 1
+ 17,47 Concentracion NC*Tiempo (h)_6,00% 3

- 10,09 Concentraciéon NC*Tiempo (h)_6,00% 4
- 4,03 Concentracion NC*Tiempo (h)_6,00% 5

+ 2,11 Concentracién NC*Tiempo (h)_6,00% 24
- 33,02 Concentracién NC*Tiempo (h)_6,00% 72

Ajustes y diagnosticos para observaciones poco comunes

Obs % Hinchamiento Ajuste

Resid Resid est.

4 267,3 314,1
16 3956 4374
55 48,9 97,5

Residuo grande R

HOJA DE TRABAJO 1

-46,8 -2,85 R
-41,9 -2,54 R
-48,7 -2,96 R

Comparaciones para % Hinchamiento

Comparaciones por parejas de Tukey: Concentracion NC

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de

95%

Concentracion

NC N Media Agrupacion

0,00% 18 343,934 A
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2,00%
3,00%
4,00%
6,00%

18 341,989 A

18 163,324 B

18 130,108 C
18 117,729 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo (h)

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de

95%
Tiempo (h) N Media Agrupacién
72 15 278,942 A
24 15 233,937 B
4 15 219,235 B C
5 15 218,601 B C
3 15 199,793 C
1 15 165,992 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Concentracion NC*Tiempo (h)

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de

95%

Concentracion
NC*Tiempo (h) N Media

Agrupacion

2,00% 72
0,00% 72
2,00% 4
2,00% 5
2,00% 24
0,00% 5
0,00% 24
0,00% 4
0,00% 3
2,00% 3
0,00% 1
2,00% 1
3,00% 72
3,00% 24
3,00% 5
4,00% 72
3,00% 4
4,00% 24
3,00% 3
6,00% 72
4,00% 4
6,00% 24
3,00% 1
4,00% 5
4,00% 3
6,00% 3
6,00% 5
6,00% 4

3 453,450
3 437,440
3 362,069
3 349,729
3 349,729
3 347,086
3 347,086
3 343,997
3 314,147
3 301,738
3 273,849
3 235,219
3 209,222
3 191,450
3 155,872
3 150,363
3 147,600
3 147,058
3 144,319
3 144,234
3 135,051
3 134,364
3 131,482
3 127,440
3 123,190
3 115,574
3 112,880
3 107,455

A
A
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4,00% 1 3 97,542 H
6,00% 1 3 91,870 H

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo D: ANOVA 'y Tukey para pruebas de liberacion

Modelo lineal general: %Liberacion vs. Concentracion NC;
Tiempo (h)
Método

Codificacion de (-1; 0; +1)
factores

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Concentracion  Fijo 4 0,00%; 2,00%; 3,00%;
NC 4,00%

Tiempo (h) Fijo 81;2;3;,5;6;24,48; 72

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Concentracion NC 3 7,959 2,653 1,20 0,317
Tiempo (h) 7 264,508 37,787 17,09 0,000
Concentracion NC*Tiempo 21 367,779 17,513 7,92 0,000

(h)

Error 64 141,526 2,211

Total 95 781,772

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1,48706 81,90% 73,13% 59,27%

Coeficientes
Término Coef EE del coef. ValorT Valorp FIV
Constante 11,110 0,152 73,20 0,000
Concentracion NC
0,00% 0,488 0,263 1,86 0,068 1,50
2,00% -0,166 0,263 -0,63 0,530 1,50
3,00% -0,078 0,263 -0,29 0,769 1,50
Tiempo (h)
1 -4,172 0,402 -10,39 0,000 1,75
2 -0,348 0,402 -0,87 0,390 1,75
3 0,534 0,402 1,33 0,189 1,75
5 0,684 0,402 1,70 0,093 1,75
6 0,793 0,402 1,97 0,053 1,75
24 1,410 0,402 3,51 0,001 1,75
48 0,030 0,402 0,07 0,941 1,75
Concentracion NC*Tiempo
(h)
0,00% 1 2,998 0,696 4,31 0,000 2,63
0,00% 2 -0,999 0,696 -1,44 0,156 2,62
0,00% 3 -0,614 0,696 -0,88 0,380 2,63
0,00% 5 -2,011 0,696 -2,89 0,005 2,63
0,00% 6 -2,922 0,696 -4,20 0,000 2,62
0,00% 24 4,096 0,696 5,89 0,000 2,63
0,00% 48 -0,923 0,696 -1,33 0,189 2,63
2,00% 1 0,664 0,696 0,95 0,344 2,62
2,00% 2 1,855 0,696 2,67 0,010 2,62
2,00% 3 0,220 0,696 0,32 0,752 2,63
2,00% 5 0,341 0,696 0,49 0,626 2,62
2,00% 6 0,386 0,696 0,56 0,581 2,62
2,00% 24 -1,854 0,696 -2,67 0,010 2,63

2,00% 48 -0,986 0,696 -1,42 0,161 2,63



3,00% 1 -0,290 0,696 -0,42 0,678 2,63

3,00% 2 0,992 0,696 1,43 0,159 2,62
3,00% 3 0,767 0,696 1,10 0,274 2,63
3,00% 5 1,825 0,696 2,62 0,011 2,63
3,00% 6 1,825 0,696 2,62 0,011 2,62
3,00% 24 -1,510 0,696 -2,17 0,034 2,63
3,00% 48 0,978 0,696 1,41 0,164 2,63

Ecuacion de regresion

%Liberacion = 11,110 + 0,488 Concentracién NC_0,00%
- 0,166 Concentracién NC_2,00%
- 0,078 Concentracion NC_3,00% - 0,245 Concentracion NC_4,00%
- 4,172 Tiempo (h)_1 - 0,348 Tiempo (h)_2 + 0,534 Tiempo (h)_3
+ 0,684 Tiempo (h)_5 + 0,793 Tiempo (h)_6 + 1,410 Tiempo (h)_24
+ 0,030 Tiempo (h)_48 + 1,070 Tiempo (h)_72
+ 2,998 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 1
- 0,999 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 2
- 0,614 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 3
- 2,011 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 5
- 2,922 Concentracién NC*Tiempo (h)_0,00% 6
+ 4,096 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 24
- 0,923 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 48
+ 0,375 Concentracion NC*Tiempo (h)_0,00% 72
+ 0,664 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 1
+ 1,855 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 2
+ 0,220 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 3
+ 0,341 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 5
+ 0,386 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 6
- 1,854 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 24
- 0,986 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 48
- 0,626 Concentracion NC*Tiempo (h)_2,00% 72
- 0,290 Concentracién NC*Tiempo (h)_3,00% 1
+ 0,992 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 2
+ 0,767 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 3
+ 1,825 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 5
+ 1,825 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 6
- 1,510 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 24
+ 0,978 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 48
- 4,588 Concentracion NC*Tiempo (h)_3,00% 72
- 3,372 Concentracién NC*Tiempo (h)_4,00% 1
- 1,848 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 2
- 0,373 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 3
- 0,155 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 5
+ 0,711 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 6
- 0,732 Concentracién NC*Tiempo (h)_4,00% 24
+ 0,930 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 48
+ 4,839 Concentracion NC*Tiempo (h)_4,00% 72

Ajustes y diagnosticos para observaciones poco comunes

Obs %lLiberacion Ajuste Resid Resid est.

16 14,051 17,105 -3,053 -251R
18 20,448 17,105 3,344 2,75R
46 13,945 11,388 2,556 2,11 R
48 8,303 11,388 -3,085 -254 R
59 16,940 13,542 3,398 280 R

Residuo grande R

HOJA DE TRABAJO 2
Comparaciones para %Liberacion

Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo (h)



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

Tiempo (h) N Media Agrupacién
24 12 12,5206 A

72 12 12,1800 A
6 12 11,9031 A
5 12 11,7943 A
3 12 11,6442 A
4
2
1

8 12 11,1405 A
12 10,7630 A
12 6,9382 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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