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RESUMEN

Los hidrogeles son materiales compuestos principalmente por una red polimérica y agua. Son
reconocidos por su capacidad para absorber grandes cantidades de agua y por su aplicabilidad en
diversos ambitos. En el area biomédica, especialmente como apdsitos para heridas, se utilizan debido
a que permiten mantener niveles adecuados de humedad y temperatura, similares al ambiente
corporal, favoreciendo el proceso de cicatrizacion, reduciendo tiempos y disminuyendo el riesgo de
infecciones (Capitulo 1).

Un tipo particular de hidrogel son los formulados mediante complejos polielectrolitos (PECs),
donde una solucién de polianién interactia con una solucién de polication a través de sus grupos
funcionales cargados. Cuando los hidrogeles se compactan, se los denomina complejos polielectrolitos
compactos (CoPECs). La incorporacion de sales como NaCl genera que los iones interactlien con las
cadenas poliméricas, interfiriendo en la formacion de la red y originando materiales saloplasticos con
propiedades diferenciadas.

En este trabajo se desarrollaron y caracterizaron hidrogeles CoPECs utilizando polimeros
naturales. En los primeros capitulos se trabajé con los polisacaridos quitosano y pectina. Para la
formulacién se variaron parametros como el pH, el contenido de NaCl y la concentracién polimérica
(los materiales y métodos se describen en el Capitulo 2). Se obtuvieron CoPECs de quitosano y pectina
de forma satisfactoria e incorporaron NaCl en algunos casos para evaluar su efecto sobre las
propiedades finales de los hidrogeles. Ademas, se afiadié un analgésico modelo, la lidocaina, y se
realizaron estudios especificos para evaluar su aplicacion potencial como apésitos para heridas. Los
resultados permitieron determinar que podrian utilizarse en quemaduras de primer o segundo grado
(Capitulo 3).

También se incorporaron refuerzos con el objetivo de mejorar las propiedades mecéanicas y
antimicrobianas de los hidrogeles. Los CoPECs de quitosano y pectina con nanohilos de celulosa
(CNWSs) demostraron resultados prometedores: los nanohilos se incorporaron de forma efectiva,
mantuvieron el efecto antibacteriano, incrementaron la porosidad y los valores de tasa de transmision
de vapor de agua, y mejoraron las propiedades mecanicas superficiales (Capitulo 4).

Por otro lado, se desarrollaron CoPECs de gelatina y condroitin sulfato con o sin NaCl. Los
materiales obtenidos fueron compactos vy fragiles, lo que dificultaba su moldeado y limitaba su uso

como apositos. Mediante un cambio en el proceso de obtencién, empleando secado por aspersién en



lugar de compactacion por centrifuga, se lograron obtener microgeles de gelatina y condroitin sulfato.
A estos microgeles se les incorporaron nanoparticulas de plata (AgNPs), las cuales otorgaron
propiedades antibacterianas. Ademas, se caracterizaron y analizaron otras propiedades de estos geles
con miras a su uso en heridas agudas. En el ensayo de hemdlisis, relacionado con su potencial
aplicacién, se observ6 que los microgeles con AgNPs presentaron un porcentaje de hemdlisis mayor
gue los microgeles sin nanoparticulas (Capitulo 5).

En conclusién, este trabajo aborda la formulacion, caracterizacion y estudio de biohidrogeles

compuestos con aplicacion potencial en apésitos para distintos tipos de heridas.

ABSTRACT

Hydrogels are materials composed mainly of a polymeric network and water. They are known
for their ability to absorb large amounts of water and their versatility for application in various fields. In
the biomedical area, and more specifically as wound dressings, hydrogels must be capable of
maintaining a moisture and temperature level similar to the body environment while promoting the
healing process, reducing healing times, and decreasing the risk of infections (Chapter 1).

One type of hydrogel is formulated through polyelectrolyte complexes (PECs), where a solution
containing a polyanion interacts with a solution containing a polycation via their charged functional
groups. When these hydrogels are compacted, they are referred to as compact polyelectrolyte
complexes (CoPECs). The addition of salts, such as NaCl, results in salt ions interacting with the
polymer chains, interfering with the network formation and leading to the development of saloplastic
materials with different properties.

In this study, CoPEC hydrogels were developed and characterized using natural polymers. In
the initial chapters, the polysaccharides chitosan and pectin were employed. Parameters such as pH,
NaCl content, and polymer concentration were varied during formulation (materials and methods are
described in Chapter 2). CoPEC hydrogels composed of chitosan and pectin were successfully
obtained, and NaCl was incorporated into some formulations to study its effects on the final properties
of the hydrogels. A model analgesic, lidocaine, was also incorporated, and specific studies were
conducted to evaluate its potential application as a wound dressing, concluding that these hydrogels
could be suitable for first- or second-degree burns (Chapter 3). Additionally, reinforcements were

incorporated to improve the mechanical and antimicrobial properties of the hydrogels. As a result,



CoPEC hydrogels of chitosan and pectin reinforced with cellulose nanowhiskers demonstrated
promising properties, as the reinforcements were successfully incorporated, did not affect the
antibacterial effect, increased porosity and water vapor transmission rate values, and improved surface
mechanical properties (Chapter 4).

Furthermore, CoPEC hydrogels composed of gelatin and chondroitin sulfate were developed,
with or without NaCl. The materials obtained were compact and fragile, making them difficult to mold
and limiting their use as wound dressings. By modifying the production process through spray drying
instead of centrifugal compaction, gelatin and chondroitin sulfate microgels were successfully obtained.
Silver nanoparticles (AgNPs) were incorporated into these microgels, which imparted antibacterial
properties. These microgels were further characterized, and their other properties were analyzed to
evaluate their potential use in acute wounds. In the hemolysis assay related to their potential
application, microgels with AgNPs showed higher hemolysis percentages compared to those without
nanoparticles (Chapter 5).

In conclusion, this study focuses on the formulation, characterization, and investigation of

composite biohydrogels with potential applications as wound dressings for various types of injuries.
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Capitulo 1.

Introduccion a los hidrogeles,
complejos polielectrolitos y sus

UsS0S como apositos.
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1.1 Definicion y clasificacion de los hidrogeles.

Los hidrogeles son materiales constituidos por redes poliméricas tridimensionales, cuya
estructura emula la de la matriz extracelular. Su principal caracteristica radica en la capacidad de
absorber agua, lo que les permite hincharse hasta varias veces su peso sin comprometer su integridad
funcional bajo distintas condiciones (Ortega et al., 2023). El agua queda retenida en los hidrogeles
mediante tres mecanismos principales: (1) interaccion directa con los grupos funcionales polares de
los polimeros, (2) interaccién secundaria con grupos hidrofébicos, en caso de que estén presentes,
formando una capa de agua estructurada, y (3) agua libre captada por procesos de ésmosis y difusion
(Op 'T Veld et al., 2020).

Estos materiales encuentran aplicaciones en diversos campos, entre los que se destacan el
ambito sanitario (por ejemplo, en vendajes, lentes de contacto y prétesis), el ambiental (tratamiento de
agua y dispersantes), el tecnolégico (protectores para dispositivos electronicos) y el cosmético, entre
otros. En los dltimos afios, han adquirido particular relevancia en aplicaciones biomédicas,
especialmente en la regeneracion tisular, el desarrollo de biosensores y su uso como apositos para
heridas (J. Xu et al., 2020). Esta utilidad se atribuye principalmente a su capacidad para prevenir la
deshidratacién y reducir el riesgo de infecciones (Khorasani et al., 2021). Ademas, se emplean como
sistemas de liberacién de agentes terapéuticos que contribuyen al manejo eficiente de las heridas (Alex
et al., 2024).

La clasificacion de los hidrogeles varia segun su aplicacién y otros factores, como se presenta

en la Figura 1.1 (Mehta et al., 2023).
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Figura 1.1. Clasificacion de los hidrogeles teniendo en cuenta distintos aspectos como su apariencia,
composicion, origen, entrecruzamiento, carga y aplicacion.

1.2 La piel y el proceso de curacion: Una base para el disefio de
apositos.

La piel estda compuesta por un conjunto de células organizadas en tres capas principales:

epidermis, dermis y tejido subcutaneo (Figura 1.2).

/A

Epidermis i Follcuio piloso
i b S i g
Freg

Dermis ' ’
Glandula sudoripara
Nervio
Tejido
subcutaneo

Glandula sebacea Vaso sanguineo

Figura 1.2. Representacion de la composicion de la piel con sus capas y estructuras tipicas.
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La epidermis constituye la capa mas externa, carece de vascularizacion y actia como una
barrera protectora que impide el ingreso de microorganismos, reduciendo asi el riesgo de infecciones,
ademas de prevenir la pérdida de fluidos. La seccién mas externa de la epidermis, en contacto directo
con el ambiente, se denomina estrato cérneo. Este presenta propiedades mecdanicas que varian en
funcion de las condiciones de temperatura y humedad (Hendriks et al., 2006). Las células
predominantes en esta capa son los corneocitos, que derivan de la diferenciacion y migraciéon de
gueratinocitos (Derler and Gerhardt, 2012). También se encuentran presentes células dendriticas. En
la interfaz entre la epidermis y la dermis se localizan estructuras anexas, como glandulas (ecrinas y
apocrinas) y unidades pilosebaceas (Kolarsick et al., 2011). La composicién y cantidad de estas
estructuras varian dependiendo de la regién anatémica del cuerpo.

La dermis es la capa intermedia y est4 formada por fibras de colageno, elastina y tejido
conectivo. Este tejido contiene fibroblastos, que son los principales responsables de la sintesis de los
componentes de la matriz extracelular y desempefan un papel crucial en la curacion de heridas. La
dermis esta vascularizada y presenta terminaciones nerviosas, asi como células del sistema
inmunolégico, como macréfagos y mastocitos, implicadas en la respuesta inflamatoria y la proteccion
frente a patégenos (Gilaberte et al., 2016).

Por debajo de la dermis se encuentra el tejido subcutdneo, compuesto predominantemente
por adipocitos. Este tejido cumple funciones esenciales, como el almacenamiento de energia, la
regulacion metabdlica y la proteccion frente a traumatismos (Kolarsick et al., 2011).

El proceso de curacién de heridas comprende cuatro fases principales (Shi et al., 2020),
representadas esquematicamente en la Figura 1.3:

e Coagulacién y hemostasia: Detiene el flujo sanguineo hacia la herida. Esta fase inicial,
gue tiene una funcion antiinflamatoria, se extiende por dos a tres dias (Woollard et al.,
2007).

e Inflamacidn: Aumenta la permeabilidad vascular, permitiendo el acceso de células del
sistema inmunitario, enzimas y nutrientes al sitio de la lesién (Derakhshandeh et al., 2018).

e Proliferacion: Se caracteriza por procesos como la angiogénesis, la formacion de tejido

de granulacion y la migracion y crecimiento de células epiteliales para llevar a cabo la
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epitelizacion de la herida. En esta fase, los fibroblastos migran al sitio de la lesién y
promueven la sintesis de colageno (Dominguez-Saavedra and Hernandez-Galvan, 2022).
e Remodelacién: Esta etapa final esta relacionada con la formacion de tejido cicatricial y
puede extenderse durante afos, dependiendo de las caracteristicas especificas de la

herida (Guarin-Corredor et al., 2013).

Hemostasia ' Inflamacién
[ ]
| - - Ul
S Fibroblastos : ‘ 5 : ;
Proliferacion Remodelacion

Figura 1.3. Esquema de las principales fases de la curacion de heridas.

1.2.1 Tipos de heridas y sus desafios para la cicatrizacion.

Si bien no existe una clasificacién universalmente aceptada para las heridas, estas pueden
clasificarse considerando diversos factores, como el origen, la zona afectada, la duracion, entre otros,
tal como se observa en la Figura 1.4 (Percival, 2002). Bajo este marco, se describen a continuacion

algunos tipos de heridas en las cuales la aplicacion de hidrogeles resulta especialmente beneficiosa.
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Clasificacion

de heridas

Segtin duracion

[

Seglin
/ profundidad \ Agudas Crénicas
. Superficiales [ ) \Porempalamiento
Perforantes
Profundas Penetrantes

Figura 1.4. Clasificacion de heridas teniendo en cuenta su origen, profundidad y duracion (Garcia Gonzélez et
al., 2013; Percival, 2002).

Las heridas ocasionadas por quemaduras se clasifican segun su profundidad en tres grados
principales:

e Primer grado: Afectan Unicamente a la epidermis y, en general, no presentan
complicaciones significativas, logrando cicatrizar en un plazo de una a dos semanas.

e Segundo grado: Pueden dividirse en superficiales y profundas, y presentan un mayor
riesgo de infeccién debido a la afectacion de capas mas internas de la piel.

e Tercer grado: Son las mas graves, caracterizadas por la formacidon de ampollas y la
pérdida total de las capas superficiales y profundas de la piel.

Las heridas cutaneas, especialmente las quemaduras de segundo y tercer grado, tienen una
alta susceptibilidad a infecciones por microorganismos. En estos casos, resulta conveniente el uso de
vendajes que incluyan agentes antimicrobianos en su composicion. Dichos componentes antisépticos
pueden utilizarse tanto de manera preventiva como en heridas que ya se encuentran infectadas
(Norman et al., 2017).

Entre los beneficios adicionales de los hidrogeles en el tratamiento de quemaduras se
encuentra su capacidad para reducir la temperatura en el area afectada, lo cual resulta crucial para
evitar la extensién de la lesién, proteger las membranas basales celulares y disminuir el riesgo de
formacion de cicatrices (Surowiecka et al., 2022). Asimismo, dependiendo de su composicién, los
hidrogeles pueden proporcionar analgesia, reduciendo significativamente el dolor asociado. Su
suavidad, elasticidad y flexibilidad facilitan su aplicacion, mejorando la comodidad del paciente. Por
estas razones, entre otras, los hidrogeles son ampliamente reconocidos como la opcion mas adecuada

para el tratamiento de heridas por quemaduras (Alex et al., 2024).
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En el tratamiento de heridas agudas de origen trauméatico o quirdrgico, el objetivo inicial
consiste en detener el sangrado y controlar la inflamacion. Para este propoésito, los hidrogeles con
capacidad hemostatica representan una herramienta eficaz, ya que contribuyen a reducir el sangrado
y facilitan el cierre de la herida. Entre las alternativas, se destacan los hidrogeles inyectables (Zhu et
al., 2022) o formulados en formato de polvo. Las particulas de microgeles en polvo presentan ventajas
significativas para la hemostasia de heridas agudas, dado que su mayor superficie especifica permite
la absorcion de grandes cantidades de agua. Esto favorece la concentracién de células sanguineas en
la zona afectada, promoviendo asi el cese del sangrado. Ademas, su aplicacién en formato de polvo
asegura una mejor adaptacion a distintas formas y ubicaciones de las heridas (Yan et al., 2017).

Por otro lado, ciertas heridas pueden evolucionar hacia una condicién crénica con el paso del
tiempo. Por ejemplo, en pacientes con diabetes, el proceso de cicatrizacién suele estar alterado, ya
gue las heridas cronicas tienden a permanecer en la fase inflamatoria. Una complicacion frecuente en
estos pacientes es la aparicion de Ulceras en los pies, que, si ho son tratadas adecuadamente, pueden
tardar meses en cicatrizar y presentar un alto riesgo de infeccién (Dumville et al., 2017). Otro tipo de
heridas crénicas son las Ulceras por presiébn o escaras, que ocurren como consecuencia de una
movilidad reducida, lesiones medulares o una perfusion deficiente. Estas heridas no solo generan
dolor, sino que también impactan negativamente en la calidad de vida de las personas afectadas. El
tratamiento habitual incluye vendajes y agentes topicos como cremas, geles o unguentos (Westby et
al., 2017).

El uso de hidrogeles como apésitos representa una alternativa prometedora, ya que permiten
mantener la zona afectada hidratada, condicidon esencial para el proceso de cicatrizacion. En la
actualidad, se investigan hidrogeles enriquecidos con agentes antioxidantes capaces de favorecer la
curacién de las heridas (Z. Xu et al., 2020). Asimismo, se evalla el disefio de hidrogeles con
inmunomoduladores gue regulen la actividad de los macroéfagos, promoviendo la transicion de la fase
inflamatoria hacia las etapas posteriores de cicatrizacién. Otras estrategias incluyen la liberacion
controlada de farmacos por parte de los hidrogeles o el desarrollo de hidrogeles proangiogénicos, que

podrian mejorar significativamente el tratamiento de este tipo de lesiones (Firlar et al., 2022).
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1.2.2 Uso de hidrogeles como apoésitos.

Idealmente, las heridas deben mantenerse en condiciones de humedad y temperatura
similares a las del ambiente corporal interno. Con este objetivo, los materiales utilizados en estos
casos, como los hidrogeles, son disefiados para conservar dichas condiciones mediante la absorcién
de exudados, el mantenimiento de la hidratacion y la proteccion frente a microorganismos (Wang et
al.,, 2023). En este contexto, una de las propiedades clave a considerar en el desarrollo de estos
materiales es su capacidad de absorcion e hinchamiento.

Asimismo, se ha observado que el uso de hidrogeles fomenta la proliferacién, diferenciacion y
migracion de células epiteliales (Shi et al., 2020), procesos esenciales para la curacién de heridas.
Estos materiales suelen ser biocompatibles, especialmente cuando estdn compuestos por polimeros
naturales, y presentan propiedades mecénicas similares a las de ciertos tejidos (Kaith et al., 2021).

Una de las principales complicaciones asociadas a las heridas es el desarrollo de infecciones.
Cuando esto ocurre, la fase inflamatoria se prolonga, retrasando el proceso de cicatrizacion (Shen et
al., 2023). En este sentido, los hidrogeles pueden adquirir actividad antimicrobiana debido a la
naturaleza de los polimeros empleados, que pueden presentar esta propiedad de forma intrinseca, o
mediante funcionalizacién, como la incorporaciébn de compuestos activos o0 nhanoparticulas.
Adicionalmente, el uso de hidrogeles como apdsitos puede prevenir complicaciones relacionadas con
la inflamacién cronica, el aumento de la presion local, el exceso de exudados y la baja perfusion
(Derakhshandeh et al., 2018). Otra ventaja destacada de los hidrogeles radica en su estructura blanda
y porosa, que facilita el transporte de oxigeno hacia la herida (Sarmah et al., 2023). Las ventajas
especificas de estos materiales dependen tanto de su composicion como del tipo de heridas en las que

se aplican.

1.3 Disefio de hidrogeles para aplicaciones biomédicas.

1.3.1 Polielectrolitos.

Los polimeros se encuentran cargados en soluciones acuosas a pH especificos, actuando
como polianiones o policationes segun si poseen carga negativa o positiva, respectivamente. Estos
polimeros interactian principalmente mediante fuerzas electrostaticas entre sus cargas opuestas,

aunque también pueden contribuir otros tipos de interacciones, como los puentes de hidrégeno o las
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interacciones hidrofébicas, dependiendo de las caracteristicas quimicas de los polimeros involucrados
(Hu et al., 2020). Los hidrogeles formados por estos mecanismos se denominan hidrogeles fisicos y
pueden presentar propiedades mecanicas equivalentes o incluso superiores a las de los hidrogeles
guimicos, dependiendo de las interacciones no covalentes involucradas. Estas redes fisicamente
entrecruzadas destacan por su capacidad de recuperacion frente a esfuerzos mecanicos, ya que las
interacciones reversibles permiten disipar energia y reconstruir la red tras ciclos de carga y descarga,

lo que las hace dindmicas y adaptables (Shu et al., 2019).

1.3.1.1 Quitosano.

El quitosano es un biopolimero biodegradable y ecoamigable, lo que lo hace adecuado para
su aplicacion en la industria biomédica. Se obtiene mediante la desacetilacion de la quitina, una
proteina presente en el exoesqueleto de insectos, crustaceos, cefaldépodos y algunos hongos (Moeini
et al., 2020; Soubhagya et al., 2020). Segun Bano et al., su aplicacién en apdsitos para heridas permite
reducir complicaciones tales como las infecciones, ademas de promover la revascularizacion, disminuir
el sangrado y ofrecer propiedades analgésicas. Tanto el quitosano como la quitina han demostrado
capacidad para aliviar el dolor asociado a la inflamacion de heridas (Bano et al., 2017).

Quimicamente, el quitosano se conoce como B-(1-4) -2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa y
esta compuesto por unidades de N-acetil-glucosamina y N-glucosamina (Figura 1.5) (Moeini et al.,
2020). Sus grupos amino le confieren un caracter cationico en solucién, permitiéndole formar complejos
polielectrolitos (PECs) en medios &acidos cuando el pH estd por debajo de su punto isoeléctrico
(cercano a 6,3) (Popat et al., 2012). Aunque el quitosano es insoluble en agua, se disuelve en solventes
organicos, como el acido acético, dependiendo del pH del medio y del grado de desacetilacion (Pillai
et al., 2009).

Las propiedades del quitosano varian segin su peso molecular, grado de acetilacion y
estructura, entre otros factores (Hamedi et al., 2018). Sin embargo, una de las principales limitaciones
de este polimero es su baja resistencia mecéanica y estabilidad (Khorasani et al., 2021). Por este motivo,

se utiliza en combinacion con otros polimeros para potenciar sus beneficios en la curacion de heridas.
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Figura 1.5. Estructura quimica del quitosano.

1.3.1.2 Pectina.

La pectina es un heteropolisacarido natural presente en las paredes celulares de las plantas.
Este polimero es biodegradable, biocompatible, de bajo costo y cuenta con diversas aplicaciones en
biomedicina (Giusto et al., 2017). Ademas, posee propiedades antiinflamatorias (Wu et al., 2020) y
antibacterianas (Kocaaga et al., 2024), lo que la hace especialmente interesante para el desarrollo de
apositos para heridas (Alsakhawy et al., 2022; Koshy and Sangeetha, 2024).

Desde el punto de vista quimico, la pectina estd compuesta por una cadena de &cido
galacturdnico, cuyos grupos carboxilo pueden estar parcial o totalmente esterificados con grupos
metoxilo (Edirisinghe et al., 2020), como se ilustra en la Figura 1.6. Dependiendo de su grado de
esterificacion, la pectina puede clasificarse en dos tipos principales: (1) Pectina de alta esterificacion,
posee un alto contenido de grupos metoxilo, lo que reduce la cantidad de grupos carboxilo disponibles
con carga negativa, (2) Pectina de baja esterificacion, contiene menos grupos metoxilo, lo que permite
una mayor disponibilidad de grupos carboxilo con carga negativa (Amirian et al., 2021). El grado de
esterificacion afecta directamente las propiedades fisicoquimicas de la pectina y, por ende, su
comportamiento en diferentes aplicaciones. La carga negativa de los grupos carboxilo depende del pH
del medio, se observa en valores de pH superiores a su punto isoeléctrico (pl), el cual es de
aproximadamente 3,5 (Flutto, 2003). Por esta razon, al disefiar materiales a base de pectina, es crucial
considerar tanto el pH de trabajo como el grado de metoxilacion, ya que estos factores determinan las
interacciones entre polimeros y su funcionalidad en aplicaciones especificas (Ofori-Kwakye et al., 2006;

Yoo et al., 2006).
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Figura 1.6. Representacion de la estructura quimica de la pectina.

1.3.1.3 Gelatina.

La gelatina es un polimero natural y biocompatible, es una proteina de origen animal que se
obtiene a partir de la degradacion del colageno (Fakhouri et al., 2013). Este material presenta utilidad
en el desarrollo de apésitos para heridas debido a su alta capacidad de absorcion de exudados y fluidos
celulares (Chaibi et al., 2015). Ademas, su similitud con la matriz extracelular le permite inducir una
respuesta celular (Anitua et al., 2022).

En la Figura 1.7 se presenta su estructura quimica. La gelatina estd compuesta por
macromoléculas formadas por residuos de aminoacidos, cuya proporcion relativa y distribucién a lo
largo de la cadena polimérica puede variar (Chaibi et al., 2015). La carga de la gelatina depende del
pH del medio en el que se encuentra. Al tratarse de un polimero anfotérico, su comportamiento iénico
varia segun el pH: en condiciones acidas, la gelatina adquiere una carga neta positiva, ya que tanto
los grupos amino como carboxilo se encuentran protonados. En cambio, a pH elevados, la carga neta
se vuelve negativa debido a la desprotonacion de los grupos carboxilo (COOH), que pasan a formar
grupos carboxilato (COO"). Por su parte, los grupos amino tienden a permanecer desprotonados en
medios alcalinos, dado que la alta concentracién de iones hidroxilo (OH~) compite por los protones
disponibles, dificultando su protonacion. Estas caracteristicas hacen que la gelatina sea capaz de
formar PECs y le permiten actuar como polianién o policatién, dependiendo del pH del medio en el que

se emplee (Devi et al., 2016).
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Figura 1.7. Estructura quimica de la gelatina.

1.3.1.4 Condroitin sulfato.

Se trata de un polimero natural obtenido de la matriz extracelular de animales. Su aplicacion
en el &mbito biomédico se debe a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antiapoptéticas,
antitumorales y anticoagulantes. Ademas, su durabilidad puede incrementarse mediante la formacién
de PECs con compuestos cationicos (Bonkovoski et al., 2021).

Desde el punto de vista quimico, es un glicosaminoglicano compuesto por acido glucurénico y
unidades disacaridas de N-acetil-galactosamina (Nakano et al., 2010). En solucién, cuando el pH es
superior a su pl, adquiere una carga neta negativa debido a la presencia de grupos sulfato en su
estructura (Figura 1.8) (Gonzalez et al., 2020). La funcionalidad bioldgica y las propiedades fisicas de
este polimero dependen en gran medida de estos grupos sulfato, ya que le otorgan caracteristicas
polielectroliticas, facilitando su interaccion con otras moléculas cargadas y regulando diversos
procesos biolégicos. Ademas, los grupos carboxilo presentes en los acidos glucurénicos también

contribuyen a la carga negativa del condroitin (Sharma et al., 2019).
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Y
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Figura 1.8. Estructura quimica del condroitin sulfato.
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1.3.2 Estructura interna de los hidrogeles: Formacion de la matriz
polimérica.

Los polimeros pueden interactuar de diversas maneras para formar hidrogeles, ya sea

mediante interacciones fisicas o quimicas, como se ilustra en la Figura 1.9 (Akhtar et al., 2016).

Formacion de

hidrogeles
Grupos quimicos J \ Pl_.len'tas de
complementarios \\ / hidrogeno
Entrecruzamiento Entrecruzamiento
Radiacion de alta <‘___._. qu imico fisico ,_.....—-% Autoensamblaje

energia

Polimerizacién por // \? Cristalizacion

radicales libres

Interacciones entre

Mediante enzimas 4
proteinas

Interacciones
idnicas

Figura 1.9. Resumen de las posibles maneras de entrecruzamiento polimérico para la sintesis de hidrogeles, de
acuerdo a lo publicado por Akhtar et. al. (Akhtar et al., 2016).

En esta tesis se explora especificamente la interaccién iénica entre polimeros como método
de entrecruzamiento. Este tipo de interaccion considera el punto isoeléctrico (pl) de los polimeros al
preparar soluciones acuosas, ajustando el pH de manera que estos adquieran cargas positivas o
negativas. La mezcla de una solucién de un polianién con una de un policatién genera la formacién de
PECs (Meka et al., 2017).

Posteriormente, es posible compactar estos complejos para obtener complejos polielectrolitos
compactos (CoPECs). Este proceso suele realizarse mediante centrifugacion, aunque también se
pueden emplear otros métodos, como la extrusion (Schaaf and Schlenoff, 2015). La compactacién de
los hidrogeles ofrece varias ventajas, entre las que destaca la mejora de sus propiedades mecéanicas.
Ademas, la estructura interna y la interaccién entre las cadenas poliméricas sufren modificaciones
significativas durante este proceso, lo que puede dar lugar a la formacion de poros segun la naturaleza

de las interacciones entre los polielectrolitos (Hariri and Schlenoff, 2010).
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1.3.3 Incorporacién de sales.

A los PECs se les pueden adicionar sales inorganicas con el proposito de incrementar su
conductividad eléctrica, disminuir su punto de congelamiento y/o mejorar sus propiedades mecanicas
(S. Li et al., 2020). La morfologia de los hidrogeles formados mediante PECs varia en funcién de la
cantidad de sales incorporadas, la concentracién de polimeros utilizados y el balance de agua presente
en el sistema (Wang and Schlenoff, 2014).

Las interacciones predominantes entre las cadenas poliméricas de polication y polianién
pueden ser desplazadas o modificadas por las interacciones electrostaticas con los iones provenientes
de la sal. Como resultado, las propiedades mecanicas y la movilidad de las cadenas del hidrogel
experimentan variaciones significativas dependiendo de la cantidad de sal incorporada (Bediako et al.,
2023).

Tal como se ilustra en la Figura 1.10, los iones de la sal, como el NaCl, interactian
electrostaticamente con las cadenas poliméricas, lo que genera cambios en la red tridimensional del
hidrogel. Estas modificaciones en la red polimérica afectan tanto su estructura como sus propiedades

funcionales, influyendo directamente en su aplicabilidad.

Policatién Polianién

Figura 1.10. Esquema que representa el efecto dopante de la sal al interferir en la interaccion entre las cadenas
de los polielectrolitos.

El efecto descrito se conoce como efecto dopante de la sal. Sin embargo, en algunos casos,
la incorporacion de sal no afecta de manera significativa la estructura del hidrogel (Dautzenberg, 1997).
Este efecto depende de los polimeros empleados y de la densidad de carga final del hidrogel, la cual
puede aumentar o disminuir como consecuencia de la adicién de NaCl. Los hidrogeles que contienen

sal en su composicion son denominados saloplasticos (Bediako et al., 2023).
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En el disefio de hidrogeles para su uso como apositos para heridas, es esencial que estos
materiales presenten una rigidez adecuada que permita su adaptaciéon a la morfologia de la herida.
Simultdneamente, deben mantener una resistencia mecanica suficiente para evitar su ruptura durante
el proceso de aplicacién y uso. La adicion de NaCl también puede contribuir al efecto antimicrobiano
de los hidrogeles, ya que se sabe que presenta actividad antibacteriana y, ademas, puede aportar una
mayor estabilidad estructural (Sofos, 1984; Wijnker et al., 2006).

Por otro lado, la viscoelasticidad de los hidrogeles puede verse afectada, la incorporaciéon de
NaCl puede incrementar la rigidez de las cadenas poliméricas (Yang et al., 2020). Este efecto se
observa particularmente a bajas concentraciones de sal, mientras que a altas concentraciones las
interacciones electrostaticas entre las cadenas se debilitan. Asimismo, la adicion de NaCl modifica las
caracteristicas estructurales de los PECs (Kulkarni et al., 2016), lo que impacta en la respuesta de los
hidrogeles ante diferentes estimulos. En este contexto, resulta relevante estudiar la formulacién y
caracterizacion de hidrogeles con NaCl en su composicion, considerando sus propiedades mecénicas,

antimicrobianas y estructurales.

1.4 Estado del arte: Revision de patentes.

El mercado del cuidado avanzado de heridas ha surgido como respuesta a la necesidad de
optimizar la curacion de heridas crénicas y agudas, impulsado especialmente por el descubrimiento en
1962 de que las heridas cicatrizan mas rapido en condiciones himedas. Este hallazgo cataliz6 el
desarrollo de productos innovadores, como apésitos oclusivos y semioclusivos, marcando el inicio de
una industria en constante expansion (Madden and Stark, 2019). Actualmente, este mercado incluye
el desarrollo de nuevos materiales para vendajes, materiales inteligentes que actian como andamios
o sistemas de liberacion de farmacos, asi como avances en terapia celular y trasplantes de tejido
(Mirhaj et al., 2022). Segun un informe de Markets and Markets, se espera que el mercado global de
cuidado avanzado de heridas alcance aproximadamente $17.7 mil millones para 2027, con una tasa
de crecimiento anual compuesta (CAGR) del 9,4% desde 2022 hasta 2027 (Markets and Markets, n.d.).
Ademas, un estudio de Grand View Research estimé que el mercado global de apésitos avanzados
para heridas se valor6é en aproximadamente $7,4 mil millones en 2022 y se espera que crezca a una

CAGR del 4,5% desde 2023 hasta 2030. Este crecimiento esta impulsado por la ascendente demanda
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debido a los avances tecnologicos y el aumento de la prevalencia de heridas cronicas (Grand View
Research, n.d.).

En este contexto, los derechos de propiedad intelectual (PI), particularmente las patentes,
desempefan un papel fundamental en la proteccién de invenciones innovadoras y formulaciones
novedosas de hidrogeles. Estas garantias no solo otorgan exclusividad a los investigadores y
desarrolladores, fomentando la inversion en investigacion y desarrollo, sino que también refuerzan la
ventaja competitiva y facilitan la exclusividad en el mercado. Ademas, las patentes abren oportunidades
para licencias y asociaciones estratégicas, promoviendo la colaboracion entre universidades e
industrias y acelerando la innovacién en aplicaciones de hidrogeles, como en sistemas de liberacion
de farmacos o ingenieria de tejidos (Saha and Bhattacharya, 2011). Este marco permite a los titulares
de patentes monetizar sus invenciones a través de acuerdos de licencia, consolidando el papel de la
Pl en un mercado altamente competitivo.

Para explorar las tendencias en el patentamiento de productos basados en hidrogeles
destinados al cuidado de heridas, se realizé una bisqueda de patentes en Espacenet, una plataforma
gratuita y accesible, desarrollada por la Oficina Europea de Patentes, que alberga aproximadamente
150 millones de documentos de todo el mundo (“Espacenet — patent search,” n.d.). La estrategia de
bldsqueda consistié en una consulta avanzada utilizando palabras clave en inglés como "hydrogels,"

"polyelectrolyte complexes," "wound dressings," y "natural polymers," tanto en singular como en plural,
junto con sus sinénimos, que referencian estas palabras en cualquier parte del texto. Los resultados
incluyeron patentes publicadas en los Gltimos 20 afios a nivel global.

La buasqueda inicial arrojoé 753 resultados. Posteriormente, al aplicar un filtro de periodo entre
2004 y 2024, se redujeron los resultados a 681, lo que indica que una gran proporcion de las
publicaciones relevantes se concentra en las Ultimas dos décadas. Esto podria reflejar un incremento
en la investigacién y desarrollo en este campo durante este periodo, aunque debe considerarse que la
antigledad de las patentes en Espacenet puede variar dependiendo de las oficinas de origen y las
politicas de indexacion. Para refinar aiin méas los resultados, se aplicaron filtros de Clasificacion
Internacional de Patentes (IPC) y Clasificacion Cooperativa de Patentes (CPC). Para ello previamente
se realizd una busqueda en el apartado “Busqueda de clasificacion” para evaluar qué clasificacion

seria la mas cercana a lo que buscamos. De esta manera se seleccionaron los incluidos en el grupo

“A61” (Salud; Ciencias médicas o veterinarias; higiene), con 538 resultados. Cabe destacar que
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podrian incorporarse otras clasificaciones para abordar aspectos relacionados con procesos quimicos
de sintesis u otros parametros.

La Figura 1.11 ilustra el nimero anual de publicaciones de patentes, centrandose en la fecha
de publicaciéon mas temprana de cada familia de patentes, ya que esto proporciona una indicacién mas
clara del cronograma de innovacion. El afio 2011 tuvo el mayor nimero de publicaciones con un total
de 41, seguido del 2012 y 2017 con 39 publicaciones cada uno, reflejando tendencias clave en la

innovacion del sector.
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Figura 1.11. Cantidad de publicaciones méas tempranas de patentes (por familia) con el paso de los afios, desde
2004 hasta 2024 inclusive.

Sabiendo que existen diferentes métodos de sintesis de hidrogeles, se realizé6 una
comparacion entre los resultados obtenidos por otras técnicas, excluyendo la formacién de PECs. De
esta manera, se identificaron 13,611 patentes relacionadas con otros métodos de sintesis, lo que
permite inferir que la formacion de PECs para la cicatrizacion de heridas representa solo alrededor del
4% de las técnicas descritas.

Ademas, se analiz6 la frecuencia de uso de diferentes polimeros en las patentes. En el caso
de los PECs, el quitosano fue el polimero predominante, mencionado en el 76,3% de las patentes,
seguido por la celulosa, la gelatina y el alginato. Para los hidrogeles sintetizados por otros métodos,

los polimeros mas mencionados fueron la celulosa, el colageno y la gelatina, destacando también el
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alginato, el quitosano y el &cido hialurénico. Estos resultados destacan la versatilidad y popularidad de

estos polimeros en PECs y pueden observarse resumidos en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Resultados de busquedas de patentes donde se mencionan diferentes polimeros para la formulacion
de hidrogeles y el porcentaje en que estos aparecen en el total de publicaciones consideradas.

Polimero utilizado para Polimero utilizado para hidrogeles

Polimero hidrogeles PECs (%) por otros métodos de sintesis (%)
Agarosa 26,7 19,9
Alginato 70,3 48,8
Celulosa 71,8 66,4
Quitosano 76,3 44,9
Condroitin sulfato 36,4 13,8
Colageno 73,5 64,6
Dextrano 47,7 34,4
Elastina 27,6 19,7
Gelatina 70,5 60,7
Goma arabiga 12,2 12,9
Heparina 50,8 28,9
Acido hialurénico 67,2 44,7
Pectina 24,3 18,2
Seda 21,2 18,7

1.5 Objetivos.

El objetivo general de esta tesis fue desarrollar hidrogeles compuestos a partir de
polielectrolitos naturales con potencial aplicacion futura como apésitos para heridas.
Para lograr el objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Estudiar el efecto de los parametros de formulaciéon en las propiedades de los hidrogeles
(morfoldgicas, texturales y de hinchamiento), considerando variables como el pH, la
concentracion polimérica y la concentracion de NacCl.

e Caracterizar los hidrogeles obtenidos mediante técnicas avanzadas, tales como andlisis
termogravimétrico (para propiedades térmicas), microscopia electrénica de transmisién o

barrido (para caracteristicas morfologicas), difraccion de rayos X, espectroscopia infrarroja por
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transformada de Fourier y potencial zeta (para propiedades fisico-quimicas). Asimismo,
realizar ensayos de compresion estatica y dindmica, asi como nanoindentacion, para evaluar
sus propiedades mecanicas.

e Evaluar las propiedades biolégicas especificas para su uso como apésitos para heridas
mediante ensayos in vitro con células 0 microorganismos y ensayos in vivo.

e Seleccionar los hidrogeles mas adecuados para aplicaciones potenciales en la cicatrizacion de
heridas, considerando los resultados de las caracterizaciones previamente mencionadas.

e Optimizar las propiedades de los hidrogeles para aplicaciones biomédicas mediante la
incorporacion de NaCl, nanoparticulas de plata, nanohilos de celulosa y lidocaina, con el
objetivo de mejorar su funcionalidad, incluyendo propiedades antibacterianas, mecanicas y

capacidad de liberacion de farmacos.
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Capitulo 2.

Materiales y métodos.
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2.1 Polimeros utilizados.

Dos de los polimeros naturales utilizados para la elaboracién de los hidrogeles fueron
qguitosano (Q) y pectina (P). El Q fue adquirido en una farmacia local en Mar del Plata, Buenos Aires,
Argentina, con un peso molecular de 230 kDa, medido mediante Ubbelohde modelo 1c, y un grado de
desacetilacion del 95,0 %, determinado mediante Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) mediante la relacion entre las bandas de los grupos amino y amida. La P fue adquirida
en Sigma-Aldrich, con un contenido de acido galacturénico = 74%, peso molecular de 485 kDa y grado
de metoxilacion de 57,9 % (W. Wang et al., 2020).

Asimismo, se elaboraron hidrogeles utilizando otros dos polimeros. Se utilizé gelatina (Ge)
comercial de Sigma-Aldrich, derivada de piel de cerdo, tipo A, con determinacion cuantitativa entre 70-
90% (ensayo de Biuret) y un pl entre 7 y 9,5. Ademas, se utilizé condroitin sulfato (CS), adquirido en
una farmacia local de Mar del Plata, Buenos Aires, Argentina, con un peso molecular aproximado de

108 kDa, determinado mediante Ubbelohde modelo 1c.

2.2 Factores clave en el disefio de hidrogeles.

En el disefio de los hidrogeles, se consider6 que el grado de interaccion para la formacién de
los PECs varia segun el pH utilizado y la concentracion de los polimeros. Ademas, se incorpord NacCl

con el fin de obtener materiales saloplasticos y permitir la comparacion de sus propiedades.

2.2.1 pH.

Para la formulacién de los hidrogeles de quitosano y pectina (QP), se prepararon soluciones
buffer utilizando &cido acético glacial (99,5 % de Laboratorios Cicarelli) y bicarbonato de sodio (Quimica
Industrial KUBO S.A.) para obtener pHs de 4, 4,5y 5. Estos valores de pHs fueron seleccionados
teniendo en cuenta los pl de Q y P, ya que en este rango ambos polimeros presentan sus grupos
funcionales cargados. De acuerdo con esta consideracion, también se elaboraron los hidrogeles de
gelatina y condroitin sulfato (GCS), utilizando pHs de 3,5 y 4. Estos valores fueron seleccionados a
partir de los resultados obtenidos en estudios previos en los que se emplearon estos polimeros

(Gonzalez et al., 2020).
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2.2.2 Concentracion polimérica.

Para los hidrogeles de QP, se evalué la formulacién utilizando concentraciones de polimeros
de 5 mg/ml 0 10 mg/ml, en una proporcién 1:1, ya que esta proporcion suele ser empleada para la
formulacién de hidrogeles (Birch et al., 2015; Bombaldi de Souza et al., 2019). Las concentraciones
utilizadas son relativamente bajas, ya que de esa manera se favorece la difusion y cinética permitiendo
que la interaccion entre los polielectrolitos sea mayor (Schaaf and Schlenoff, 2015).

Para los hidrogeles de GCS, se evaluaron diversas concentraciones poliméricas (5, 10, 15, 20
y 25 mg/ml), asi como diferentes combinaciones de proporciones entre los polimeros. Esta variabilidad
se debid a que algunos de los hidrogeles no se formaron correctamente en un principio. Ademas, se
consideraron los resultados del estudio realizado por Gonzélez et al. (Gonzalez et al.,, 2020). La
proporcién en la que se combinaron las soluciones poliméricas y las concentraciones finales
consideradas Optimas para la formulacion de microgeles con estos polimeros se determinaron a partir

de los resultados obtenidos en los ensayos de caracterizacion.

2.2.3 Sal.

Se incorporaron distintas concentraciones de NaCl: 0, 0,15y 0,5 M, con el objetivo de evaluar
cémo se modificaban las propiedades de los hidrogeles debido a esta incorporacion y si los efectos se
acentuaban o no al variar la concentracién de sal. La eleccion de NaCl se fundamenté en los efectos

gue los iones ejercen sobre los PECs, tal como se detallé en el Capitulo 1, seccion 1.3.3.

2.3 Formulacién de hidrogeles.

2.3.1 Preparacién de hidrogeles de quitosano y pectina.

Se prepararon 36 soluciones (18 de Q y 18 de P), variando los pardmetros mencionados, y se
homogeneizaron mediante agitaci6n magnética hasta la completa disolucion de los polimeros.
Posteriormente, se mezclaron por goteo ambas soluciones poliméricas, manteniendo la agitacion
magnética constante a 300 rpm (Stuart CD162 Digital Stirrer/Hotplate). Las soluciones se dejaron
interactuar en agitacion durante una hora. A continuacién, se transfirieron a tubos Falcon y se
centrifugaron a 8000 rpm durante 30 minutos (High Speed Centrifuge, Neofuge 15), hasta obtener los

geles compactos al fondo del tubo, como se observa en la Figura 2.1.
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Figura 2.1. Esquema de la formulacion de los hidrogeles QP.

El sobrenadante se descart6, y los hidrogeles se pesaron, fotografiaron y almacenaron en
heladera hasta las proximas caracterizaciones. Ademas, se calcul6 el porcentaje tedrico de agua
presente en los hidrogeles, considerando que la totalidad de la masa de polimeros y sal quedaron en
el hidrogel después de la centrifugacion.

Para corroborar que se necesitan ambos polielectrolitos para formar los hidrogeles, se

realizaron soluciones de Q con NaCly de P con NaCl a pH 4 y, una vez homogéneas, se centrifugaron.

2.3.2 Sintesis de hidrogeles de gelatina 'y condroitin sulfato.

Primero se prepararon las soluciones buffer correspondientes. Luego, estas se dividieron en
distintos tubos y a algunos se les incorporé NaCl. A continuacion, se afiadieron los polimeros en la
concentracién deseada, y se dejaron homogeneizar con agitacion magnética durante el tiempo
necesario (aproximadamente 1 hora). En el caso de las soluciones que contenian Ge, se
homogeneizaron a 40 °C para favorecer su disolucion.

Una vez realizadas las soluciones y ajustado el pH correspondiente, se mezclaron, por goteo,
la solucion de Ge con la de CS, manteniendo agitacion constante a 300 rpm y 40 °C (Stuart CD162
Digital Stirrer/Hotplate). Posteriormente, se dejo en agitacion durante 50 minutos adicionales.

Para obtener los hidrogeles compactos, se centrifugaron las muestras. Antes de realizar este
paso, se colocaron en tubos Falcon y se dejaron en heladera durante un minimo de 30 minutos. La
centrifugacién se llevé a cabo a 8000 rpm durante 30 minutos (High Speed Centrifuge, Neofuge 15).
Una vez centrifugadas, las muestras volvieron a la heladera durante al menos 30 minutos, y se descarto

el sobrenadante.
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2.3.3 Obtencién de microgeles de gelatinay condroitin sulfato.

Los microgeles son un tipo especifico de hidrogel con dimensiones micrométricas. Para mayor
claridad y evitar confusiones entre los términos "hidrogeles" y "microgeles”, se diferenciaran en este
trabajo, a pesar de que ambos se consideran parte de la categoria general de hidrogeles.

Para la sintesis de microgeles, se modifico la etapa de compactacién: no se centrifugaron las
mezclas poliméricas, sino que se secaron por aspersion (LSD-48 mini spray dryer JISL) hasta obtener
un polvo. Los parametros de funcionamiento del equipo de secado por aspersion fueron: temperatura
de entrada 120 °C, temperatura de salida 73 °C, presion del aspirador 55 (entre 200-210 mm de
mercurio) y alimentacion de la bomba al 20%. Estos parametros fueron seleccionados luego de varios

ensayos de prueba, en los cuales se modificaron las temperaturas (Anexo 3).

2.4 Incorporacion de refuerzos y principios activos alos hidrogeles.

2.4.1 Nanoparticulas de plata como refuerzo funcional.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) fueron obtenidas en colaboraciéon con otro grupo de
investigacién del Instituto de Investigaciones en Biodiversidad y Biotecnologia (INBIOTEC). Su
formulacién se llevé a cabo mediante técnicas eco-amigables, partiendo de Trichoderma harzianum,
una especie de hongo que reduce el nitrato de plata (Consolo et al., 2020). Las AgNPs son esféricas,

con un tamafio de 19 + 6 nm, determinado mediante microscopia (Ferrante et al., 2025).

2.4.1.1 Incorporacion a hidrogeles de QP.

La incorporaciéon de AgNPs a los hidrogeles se realizé pesando las nanoparticulas de forma
que representaran un 1% del peso de los polimeros. Las AgNPs se colocaron en la solucion buffer
correspondiente y se homogeneizé mediante agitacion constante durante al menos 1 hora. Luego, la
solucién con las AgNPs se dividié y se le afiadi6 NaCl y Q o P, segun corresponda. El resto del

procedimiento es igual al descrito para la formulacion de los hidrogeles sin nanoparticulas.

2.4.1.2 Incorporacion a hidrogeles y microgeles de gelatina y condroitin sulfato.

El ensayo de potencial zeta a pH 3,5 con una concentracién de nanoparticulas de 0,05 mg/ml

arrojo un valor de -13,5 + 4,3 mV. Teniendo en cuenta este valor, se decidié que la mejor estrategia
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era incorporar las nanoparticulas a la solucion de CS y luego combinarla con la de Ge para obtener un
hidrogel compuesto por un 1% de AgNPs sobre la masa total de polimeros. Su incorporacion se realizd

tanto para los hidrogeles como para el polvo de microgeles.

2.4.2 Incorporacion de nanohilos de celulosa a la matriz del hidrogel.

Se parti6é de celulosa microcristalina (MCC, Sigma Aldrich), se realizaron dispersiones de MCC
en agua destilada y se aplic6 energia ultrasénica a través de una punta (30 minutos al 40% de amplitud
y 58653 J de energia). Luego, se descartd el sobrenadante y se liofilizé el contenido para obtener los
nanohilos de celulosa (CNWSs). Para este proceso se utilizd un equipo de punta ultrasénica: modelo
Vibra-cell VCX750; potencia 750 W; frecuencia 20 kHz; sonda estandar VCX750; punta modelo 219-B

(630-0219); diametro de la punta 13 mm.

2.4.2.1 Incorporacion a hidrogeles de quitosano y pectina.

Los CNWs se incorporaron a los hidrogeles siguiendo dos estrategias:
a) Hinchamiento en una dispersion de CNWSs de los hidrogeles formados: Se afiadié 1 mg/ml de
concentracién de CNWSs a 10 ml de agua destilada y se hincharon las muestras de hidrogeles de 0,25
g promedio de QP con o sin NaCl en su composicion durante 24 horas.
b) Adiciéon a una soluciéon de polimeros antes del proceso de gelificacion: Se incorporaron partes
iguales de CNWs a las soluciones precursoras de Q y P, teniendo o no NaCl en su composicién. Los
mg de CNWs se calcularon considerando una cantidad total de 4, 10, 20 o 30% de nanohilos en

comparacion con la masa de los polimeros.

2.4.2.2 Incorporacion a hidrogeles de GCS.

Se utilizé la misma nanocelulosa que fue sintetizada y caracterizada para los hidrogeles de
QP. La incorporacién del refuerzo se realiz6 en la solucion madre de polimeros a distintos porcentajes:
4, 10, 20 y 30% de masa de CNWs sobre masa de los polimeros. Esto se realiz6 a pH 3,5 con una
concentracion de 15 mg/ml de polimeros y 0 0 0,15 M de NaCl, y con 20 mg/ml de condroitin y 10

mg/ml de Ge sin NaCl.
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2.4.3 Lidocaina como compuesto activo en los hidrogeles.

2.4.3.1 Incorporacién a hidrogeles de quitosano y pectina.

Se utilizé lidocaina (LD) viscosa al 2% p/p de Denver Farma (Argentina). Se prepararon 6 ml
de solucién de LD con 54 ml de buffer (para obtener una concentracion final de 2 mg/ml de LD en la
muestra). La mezcla se mantuvo en agitacion durante unos minutos para homogeneizar, y luego se

incorporaron los polimeros y la sal.

2.4.3.2 Eficiencia de encapsulacion de lidocaina.

Dado que la LD se detecta a 255 nm en espectroscopia UV-Visible (Abou-Okeil et al., 2018;
Long et al., 2019), se decidi6 determinar la cantidad de LD que retiene el hidrogel. Para esto, después
de mezclar las soluciones poliméricas y centrifugar para obtener los hidrogeles, se conservo el
sobrenadante y se determind la cantidad de LD libre.

Para la determinacion de LD, se utilizé una bolsa de dialisis en la que se incorporaron 10 ml
del sobrenadante. El sistema se colocd en un vaso de precipitados con 250 ml de agua destilada y se
dej6 en agitacion a 200 rpm durante 7 dias. El peso molecular de corte de la bolsa de dialisis es de 12-
14.000 Da, lo que permite que la LD pase a través de los poros y no asi los polimeros que no se hayan
entrecruzado. Tras este tiempo, se determind la absorbancia en el UV-Visible correspondiente a la
longitud de onda de la LD. Posteriormente, se realiz6 una curva de calibracion de lidocaina en agua
destilada para poder calcular la concentracién. Con este valor, se obtuvieron los mg presentes en el
sobrenadante y, por diferencia, los mg de lidocaina presentes en el hidrogel.

Para determinar la eficiencia de encapsulacion, se utilizé la siguiente ecuacion:

Eficiencia de encapsulacion (%) = LLDDﬂ x 100 (Ecuacion 2.1)
total

Donde LDenc equivale a los mg de LD presentes en el hidrogel en ese tiempo y LDtotal
corresponde a la cantidad total de mg adicionados. Sabiendo los mg de lidocaina que quedaron
retenidos en el hidrogel, se peso el hidrogel y se realizaron tres réplicas para llevar a cabo la curva de

liberacion de lidocaina.
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2.4.3.3 Curva de liberacién de la lidocaina.

Para realizar la curva de liberacion de LD, se colocé una réplica de hidrogel en tres bolsas de
dialisis junto con 3 ml de buffer fosfato salino (PBS) en cada una. Estas bolsas se sumergieron en 150
ml de PBS. Se utilizé este buffer con el objetivo de simular condiciones fisiolégicas y mantener el pH
del medio en un rango cercano a 7,4. Los sistemas se colocaron en un agitador orbital dentro de una
estufa a 37 °C. Cada 30 minutos, durante un periodo de 5 horas, se extrajeron alicuotas de cada
sistema y se midid la absorbancia en UV-Visible a 255 nm (Abou-Okeil et al., 2018; Long et al., 2019).
Posteriormente, el volumen extraido para las mediciones fue devuelto a su frasco correspondiente con
el fin de mantener un volumen constante.

El calculo del porcentaje de liberacion de LD se basé en la maxima concentracion tedrica de
LD (LD,), definida como la cantidad total que podria liberarse. Esta concentracion se determiné a partir
de los miligramos de LD incorporados en el hidrogel, considerando la eficiencia de encapsulacion.
Ademaés, se midio la concentracion acumulada de LD liberada en un tiempo especifico (LD;). Para ello,
se utilizé la siguiente ecuacion, reportada por He et al. (He et al., 2004):

LD

Liberacion de LD (%) = x 100 (Ecuacion 2.2)

LD,

2.5 Caracterizacion de los polimeros de partiday de los hidrogeles.

2.5.1 Calculo del peso molecular del condroitin sulfato.

Para determinar el peso molecular del CS, se utilizé un viscosimetro Ubbelohde modelo 1c. El
dia previo al ensayo, se prepararon soluciones diluidas de CS y se dejaron reposar a temperatura
ambiente (21 °C). El dia del experimento, el viscosimetro se lavé con agua destilada, y posteriormente
se realizaron tres mediciones cronometrando el tiempo que tardé el agua destilada en atravesar los
aforos. El procedimiento se repitié utilizando las soluciones de CS preparadas.

Teniendo el tiempo de dilucién promedio del agua destilada (to) y los tiempos de dilucion de

las muestras (t), se calcularon la viscosidad relativa (n,) y la viscosidad especifica (n,,) mediante las

siguientes ecuaciones:

n,=— (Ecuacién 2.3)

Micaela Ferrante 27



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apdsitos para heridas”

Negp = Mr — 1 (Ecuacién 2.4)

Una vez determinadas la 7, y la n,,, estos valores se emplearon para obtener la viscosidad

intrinseca (n). Esta se calculé como el promedio de la extrapolacion a cero de las curvas nsp/C y In ni/C
en funcién de la concentracion (C) de CS en las soluciones, expresada en g/ml (Paz et al., 2013).
Posteriormente, se consideraron las constantes de Mark—Houwink—Sakurada, k y a, las cuales
son especificas del polimero bajo determinadas condiciones experimentales. En este caso, se
utilizaron las constantes reportadas en literatura para CS en condiciones experimentales similares a
las del laboratorio (k = 0,031 ml/g y a = 0,74) (Mori and Barth, 1999). Con estos datos, se determin6 el

peso molecular viscosimétrico (Mv) de acuerdo a la ecuacién de Mark—Houwink—Sakurada:

Mv = (g)l/a (Ecuacion 2.5)

2.5.2 Evaluacion de la capacidad de hinchamiento y absorcion de agua.
Para los ensayos de hinchamiento, los hidrogeles se colocaron en una solucién con un pH,
salinidad y temperatura determinados, segun las condiciones de evaluacién. Los hidrogeles se pesaron
antes y después del ensayo; una vez que el peso dejé de variar con el tiempo, se considerd que se
habia alcanzado el equilibrio. El porcentaje de hinchamiento se calculé utilizando la siguiente férmula:

Mf_Mi

Hinchamiento (%) = x100 (Ecuacion 2.6)

Donde M; y M, hacen referencia al peso de los hidrogeles antes y después del ensayo,
respectivamente. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

El ensayo de hinchamiento también se realiz6 en los microgeles de GCS (1: GCS-0, 2: GCS-
0,15, 3: GCS-0-AgNPs y 4: GCS-0,15-AgNPs). Para este proposito, se pesaron 10 mg de cada muestra
y se colocaron en tubos Eppendorf con 1 ml de solucién fisiolégica (SF), registrando previamente la
masa de los Eppendorf vacios. Se realizaron tres réplicas por cada muestra. Los tubos se agitaron

brevemente con un vortex y se dejaron en una estufa a 37 °C durante los tiempos establecidos (2 h, 1
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h, 30 min, 15 min, 6 min y 1 min). Al finalizar, los tubos se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos
(High Speed Centrifuge, Neofuge 15), se descartaron los sobrenadantes y se volvieron a pesar los
Eppendorf. El hinchamiento se calculé utilizando la Ecuacion 2.6.

Para los ensayos de hinchamiento y absorcién de agua en los microgeles, se siguié un
protocolo basado en el descrito por Chen et al. (Chen et al., 2017), con algunas modificaciones. Para
asegurar la eliminacion de humedad residual, los hidrogeles se secaron previamente en estufa a 40 °C
durante 24 horas. Posteriormente, se colocaron 10 mg de cada muestra (Mo) sobre papel de filtro (90
mm, grado 102) en un embudo. El ensayo se realiz6 en triplicado para cada muestra. Con una pipeta
Pasteur, se agreg6 agua destilada por goteo hasta observar la caida de una gota a través del embudo.
A continuacion, los hidrogeles se retiraron y se pesaron (Mi). Este procedimiento se realiz6 tanto en
los cuatro microgeles como en los polimeros solos.

La tasa de absorcién de agua se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Tasa de absorcion de agua (%) = %xloo (Ecuacion 2.7)
0

Siendo Wo y W1 el peso al iniciar y al finalizar el ensayo, respectivamente.

2.5.3 Ensayo de fraccion de gel.

Se cortaron muestras de geles de igual masa y se llevaron a estufa a 30 °C por 24 horas.
Luego, se pesaron nuevamente y se anoto el valor (Mo). Posteriormente, las muestras se sumergieron
en agua destilada, aquellas sin NaCl, o en una solucién salina de 0,15 M NaCl, aquellas formuladas
con 0,15 M NaCl, durante 4 dias a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, los geles se secaron
nuevamente en estufa a 30 °C por 24 horas y se anot6 la masa final (My), la cual permanecié constante
con el paso del tiempo.

La ecuacion que se utilizé para el calculo de fraccion de gel (GF) fue la siguiente:

GF (%) = %x 100 (Ecuacion 2.8)
0
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Para los geles compuestos, se utilizé una ecuacién modificada que considera la masa del
refuerzo incorporado (M.), como nanohilos de celulosa o nanoparticulas de plata, quedando de la
siguiente forma:

Mg—Mc

GF (%) = ——x 100 (Ecuacion 2.9)

Mo—M¢

2.5.4 Analisis termogravimétrico.

El analisis termogravimétrico (TGA) se realizé en un rango de temperatura desde 25 °C hasta
800 °C, con una tasa de calentamiento de 10 °C/min bajo atmdésfera de nitrégeno. El equipo utilizado
fue un TGA TAQ500 v20.13. Antes del estudio, los hidrogeles y microgeles se secaron en una estufa

durante 48 horas para eliminar el agua residual.

El analisis se llevé a cabo tanto en los polimeros individuales como en los hidrogeles de QP,

con y sin refuerzos, y en los microgeles GCS.

2.5.5 Técnicas de microscopia.

2.5.5.1 Microscopia electrénica de barrido.

Las muestras fueron liofilizadas, criofracturadas y metalizadas previamente al analisis. El
equipo utilizado fue un FE-SEM ZEISS Modelo Crossbheam 350. Este estudio se llevé a cabo en los

hidrogeles de QP con y sin NaCl, y con y sin CNWs.

El espesor de la pared de los poros se calculé utilizando el software de andlisis de imagenes

ImageJ, realizando 30 mediciones por micrografia y obteniendo el promedio y la desviacién estandar.

También se tomaron imagenes de los microgeles de GCS con o sin NaCl y AgNPs. Para
preparar estas muestras, se utilizé literatura previa sobre materiales similares (Berger et al., 2009;
Christodoulakis and Vamvakaki, 2010; Sahiner et al., 2006). Para ello, los microgeles se liofilizaron
para asegurarse la eliminacién completa de agua y luego se los metalizd con particulas de oro, para
gue sean conductoras. También se dispersé el polvo en agua y luego se liofilizé. Por lo tanto, utilizamos

el microgel de diferentes maneras a modo comparativo:
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e Polvo liofilizado.

e Polvo disperso en agua (1,5 y 5 mg/ml) y luego liofilizado.

2.5.5.2 Microscopia de fuerza atomica.

Para el andlisis de microscopia de fuerza atémica (AFM), se prepararon dispersiones con el
objetivo de observar las estructuras de los CNWSs. El equipo utilizado fue un 5500 Scanning Probe

Microscopy de Agilent Technologies, operando en modo contacto.

2.5.6 Ensayo de durabilidad.

Dado que los hidrogeles estdn compuestos por materiales biodegradables, su deterioro a lo
largo del tiempo puede variar segun las condiciones ambientales. Por ello, se llevo a cabo un ensayo
de durabilidad con el fin de determinar la vida uatil del material y las condiciones éptimas de
conservacion para su uso futuro.

Los hidrogeles se mantuvieron a temperatura ambiente (21 °C) y sumergidos en agua destilada
para evitar su desecacion. Se afiadié azida sddica (NaN3) al medio a una concentracién de 0,1 g/L
para prevenir contaminacién microbiana (Lichstein and Soule, 1944). Las muestras se guardaron en
frascos plasticos, manteniéndose en oscuridad.

Para este ensayo, se prensaron los hidrogeles entre dos placas metalicas y se cortaron en
discos de 7 mm de diametro, las muestras ensayadas fueron QP con o sin NaCl y CNWs 10%. Las
muestras se lavaron con agua destilada, se pesaron y luego se colocaron en agua destilada con NaN .
Se mantuvieron a temperatura ambiente durante periodos controlados.

El andlisis se hizo por cuadruplicado, midiendo diferentes propiedades en intervalos de tiempo
especificos. Entre las evaluaciones realizadas, se incluyen:

o Propiedades mecénicas: Evaluadas en compresion estatica utilizando los parametros
detallados en la seccién 2.5.8.1.
e Pérdida de peso: Calculada utilizando la siguiente formula:
Mi-Mf

Pérdida de peso (%) = X 100 (Ecuacion 2.10)

i
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¢ Ademas, se hicieron ensayos de microscopia electrénica de barrido (SEM).
e Analisis fisico-quimico mediante FTIR.

Estas mediciones fueron realizadas en los dias 1, 60, 120, 180 y 240.

2.5.7 Técnicas fisico-quimicas de caracterizacion de los hidro vy

microgeles.

2.5.7.1 Potencial zeta.

Para la medicion del potencial zeta, se prepararon soluciones de los polimeros en diferentes
concentraciones, disueltos en el buffer correspondiente y con o sin la incorporacién de NaCl o
nanoparticulas. Las muestras de Q y P se analizaron utilizando un equipo Malvern Zetasizer ZS 90,
equipado con un laser de 633 nm (He-Ne) a 25 °C. Adicionalmente, este equipo fue empleado para
medir la conductividad de las soluciones. En el caso de las muestras de Ge y CS, se utilizé un equipo

Horiba SZ-100 para los andlisis correspondientes.

2.5.7.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.

Esta técnica se emple6 para caracterizar la absorbancia asociada a las reacciones quimicas y
las interacciones entre los grupos funcionales presentes en las muestras (Farrukh, 2012). En este
estudio, los andlisis se realizaron en modo de reflectancia total atenuada (ATR) con una resolucion de
4 cm™ y un total de 32 escaneos en un rango espectral de 600 a 4000 cm™, utilizando un instrumento

Thermo Scientific FTIR-Nicolet 6700.

En casos especificos, se llevaron a cabo mediciones en modo de transmision mediante la
preparacion de pastillas de bromuro de potasio (KBr) que contenian la muestra analizada. Este método

se aplicé a las muestras en polvo, tales como los polimeros puros o los microgeles de GCS.

2.1.6.4 Difraccion de Rayos X.

La difraccion de rayos X (DRX) se utilizé para determinar el grado de cristalinidad de los

hidrogeles. Para este propésito, los hidrogeles fueron secados hasta formar un film, el cual
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posteriormente fue sometido al analisis. Las condiciones experimentales incluyeron un rango de 26

entre 2° y 50° con una velocidad de barrido de 2°/min. Las mediciones se realizaron en un

difractémetro de rayos X PAnalytical X’pert PRO, equipado con un tubo de Cu y radiacién K-alpha.
Ademas, se realizaron analisis en muestras en polvo de nanohilos de celulosa (CNWSs) y

celulosa microcristalina (MCC), empleando los mismos parametros instrumentales.

2.5.8 Caracterizacion mecanica.

2.5.8.1 Anélisis de compresion.

El andlisis de compresion se llevé a cabo en hidrogeles de QP con y sin la incorporacion de
NaCl y CNWSs, con el objetivo de evaluar el médulo de compresion y la deformacion alcanzada. Para
asegurar una estructura geométrica uniforme, los hidrogeles fueron prensados entre dos placas
metalicas y posteriormente colocados en una solucion buffer a pH 4 o en SF durante 24 horas. Luego,
las muestras se recortaron en discos de 10 mm de didmetro.

Los parametros experimentales empleados incluyeron una temperatura de 20 °C, placas
paralelas, un desplazamiento maximo de compresion de 10 mm, una fuerza inicial de 5 nN, una
velocidad de carga de 100 nN/min y una fuerza final de 8000 nN. Los ensayos se realizaron utilizando
un instrumento Perkin ElImer DMA 7e y, para garantizar la reproducibilidad, se efectuaron al menos

tres réplicas por cada muestra.

2.5.8.2 Estudio reoldgico de frecuencias.

El estudio reolégico se llevd a cabo en hidrogeles de QP, con y sin la adicion de NaCl y CNWs
al 10 %. Las mediciones se realizaron en platos paralelos de 10 mm de diametro, donde la altura de
las muestras fue determinada automaticamente por el equipo sin aplicar fuerza previa. El ensayo
consistié en barridos de frecuencia en un rango de 0,1 a 10 Hz, con una fuerza estéatica de 30 mN y
una fuerza dinamica de 15 mN. La temperatura de analisis fue establecida en 37 °C.

Para preparar las muestras, los hidrogeles fueron prensados, sometidos a un proceso de
hinchamiento en SF durante 24 horas y cortados en discos de aproximadamente 8 mm de diametro.
Cada ensayo incluy6é cuatro réplicas por muestra. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando un

instrumento Perkin Elmer DMA 7e.
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2.5.8.3 Nanoindentacion.

La caracterizacion mediante nanoindentacion se realiz6 utilizando un equipo Triboindenter
Hysitron (M6dulo Nano), equipado con un indentador Berkovich. Las mediciones se llevaron a cabo
con un indentador esférico de zafiro de 500 ym de radio, bajo un esquema de control por
desplazamiento (displacement control, "DC"), siguiendo la norma ISO 14577-1 (International
Organization for Standardization, 2015).

Las pruebas incluyeron indentaciones a profundidades variables, desde 500 nm hasta un
maximo de 4000 nm. En cada region de las muestras se realizé una Unica indentacién, empleando la
funcion Imaging del equipo para garantizar precision. Durante el ensayo, se monitoreo la deformacion
lenta (creep) bajo carga constante en la fase inicial de contacto, previa al inicio del proceso de
indentacion.

En cuanto a la preparacién de las muestras, los hidrogeles fueron prensados para garantizar
una altura uniforme y se sometieron a un proceso de hinchamiento en SF durante 24 horas antes de

la prueba.

2.5.9 Ensayos de desempefio fisico: Evaluacion de la permeabilidad,

degradabilidad y estabilidad de los hidrogeles.

2.5.9.1 Tasa de transmision de vapor de agua.

Se realizd un ensayo para evaluar la permeabilidad de los hidrogeles, considerando que este
parametro estd directamente relacionado con la efectividad en la cicatrizacion de heridas. Los
hidrogeles fueron prensados y secados bajo flujo laminar para obtener peliculas uniformes, que
posteriormente se recortaron en discos de 10 mm de diametro. El espesor de las peliculas se determiné
utilizando un micrémetro digital (Mitutoyo).

Para el ensayo, se incorporaron 9 ml de agua destilada en tubos de ensayo y se sellaron las
peliculas de hidrogel en la boca de los tubos utilizando adhesivo acrilico. Los sistemas se pesaron
antes y después de la prueba, la cual se realiz6 en una camara a 37 °C y con una humedad relativa

constante del 90 % durante un periodo de 4 dias.
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La tasa de transmision de vapor de agua (WVTR) se calculé empleando la ecuacion descrita
por Gonzalez et. al. (Gonzalez et al., 2014):
0—M;

WVTR =2
72X A

(Ecuacién 2.11)

Donde A es el area de la boca del tubo (m?), M, y M, son las masas del sistema antes y
después del ensayo, respectivamente.
Ademas, los valores se ajustaron considerando el espesor de la pelicula (es) de la siguiente

manera:

NWVTR = WVTR X es (Ecuacion 2.12)

2.5.9.2 Ensayo de degradabilidad y estabilidad de hidro y microgeles.

Hidrogeles QP

El ensayo de degradabilidad de los hidrogeles de QP, con o sin NaCl y/o CNWs, se realizé
siguiendo el protocolo descrito por Alizadeh et. al. (Alizadeh et al., 2013) y Rodrigues et. al. (Rodrigues
et al., 2016), con modificaciones especificas. Los hidrogeles se prensaron y se recortaron en discos
de, aproximadamente, 7 mm de didmetro. Para cada punto temporal, se prepararon tres réplicas por
muestra.

Antes de iniciar el ensayo, los discos se sumergieron en agua destilada durante al menos 2
horas y luego se secaron en una estufa a 40 °C durante 24 horas. Las muestras secas se pesaron y
se colocaron en tubos Eppendorf que contenian PBS y NaNs, (0,5 g/L) para evitar la contaminacion
microbiana (Lichstein and Soule, 1944). Los tubos se mantuvieron a 37 °C para simular la temperatura
corporal, dado el contexto de aplicacion en apdsitos.

El andlisis se realizé en los dias 1, 5, 12 y 21. Las muestras se retiraron de los tubos, se lavaron
con agua destilada y se secaron nuevamente en una estufa a 40 °C durante 24 horas antes de ser

pesadas. El porcentaje de pérdida de peso se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:
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Pérdida de peso (%) = % x 100 (Ecuacion 2.13)

Donde Wiy Ws son los pesos inicial y final, respectivamente, de los hidrogeles secos.

Microgeles GCS

Se evaluo6 la degradacion de los geles obtenidos a partir de Ge sola y de los entrecruzados.
Inicialmente, las muestras se hincharon en agua destilada y las suspensiones resultantes se
centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos utilizando una centrifuga de alta velocidad (High Speed
Centrifuge, Neofuge 15). Luego, el precipitado obtenido fue liofilizado para formar estructuras
compactas, las cuales se colocaron en tubos con agua destilada y se mantuvieron a 37 °C. La

estabilidad de las muestras se evalué determinando el tiempo de desintegracion de las estructuras.

2.5.10 Ensayos biolégicos.

2.5.10.1 Antibacterianos.

2.5.10.1.1 Medicién del halo de inhibicion.

Se realizaron ensayos tomando como modelo de Gram (-) a Escherichia coli ATCC 8739y de
Gram (+) a Staphylococcus aureus ATCC 6538 (ATCC, American Type Culture Collection). Estas
cepas se cultivaron en agar eosina-azul de metileno (EMB) y Baird Parker, respectivamente. Las
bacterias fueron incubadas en agar Mueller Hinton a 37 + 0,5 °C por 24 horas. Luego, el in6culo fue
suspendido en agua destilada estéril y se ajust6 la densidad bacteriana hasta una turbidez igual a 0,5
Mc Farland. Se evalud la actividad antimicrobiana de los hidrogeles QP sin NaCl o con 0,15 M NaCl.
Por otro lado, el mismo procedimiento mencionado se realizé para los microgeles GCS.

El estudio se realiz6 en colaboracion con el grupo del Instituto de Investigaciones en
Produccién, Sanidad y Ambiente (IIPROSAM). Para realizar el test, se siguié el trabajo de Pereda et.
al. (Pereda et al., 2011). Los geles QP se habian conservado previamente prensados y cortados en
discos de 4 mm de diametro, aproximadamente, y se guardaron de esa manera en un recipiente en
heladera hasta el momento de uso. Para corroborar la carga microbioldgica inicial de los hidrogeles se

los incub6 sin bacterias. En cuanto a la preparacion de las muestras de microgeles, se utilizé 10 mg
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de cada polvo muestra por triplicado. Luego, para medir la actividad antibacteriana, se siguié el mismo
procedimiento que se menciond antes. Se realizaron controles con inoculacidon bacteriana sin la
muestra y, al igual que para los hidrogeles QP, también se comprobd la carga microbiana inicial y no
se vio crecimiento.

Las muestras se colocaron en las placas previamente sembradas con 100 puL de in6culo con
aproximadamente 105-10° unidades formadoras de colonias (UFC) por ml de cada bacteria analizada.
Se dejaron en incubacion 24 horas a 37 °C.

La zona de inhibicién se midi6 desde el centro de los hidrogeles o microgeles utilizando un
calibrador manual (Mitutoyo, Japon).

Por otro lado, para los hidrogeles QP con CNWSs en su composicién, este ensayo se realiz6 en
colaboracién con el departamento de ingenieria quimica y de materiales, en la facultad de ingenieria
de la Universidad de Alberta (Edmonton, Canada). Se partié de hidrogeles previamente prensados,
cortados en discos de 4 mm de diametro y liofilizados. Los geles fueron esterilizados bajo luz UV
durante 15 minutos de cada lado. Se los hinch6 en PBS y luego se los colocé en placas conteniendo
108 UFC/ml de E. coli (ATCC 25922) y S. aureus (ATCC 25923). Las placas se dejaron en incubacién
a 37 °C durante 24 horas y se fotografiaron los resultados. Como controles se utilizaron los geles sin
CNWs. Cabe destacar que en este Ultimo ensayo las cepas utilizadas son distintas que las que se

usaron en el resto de los ensayos de actividad antibacteriana

2.5.10.2 Estudios celulares en hidrogeles.

2.5.10.2.1 In vivo.

Los animales y el modelo de curacion de heridas utilizados consistieron en cuatro ratas Wistar
hembra de 16 semanas de edad, con un peso de 360-400 g. Los animales fueron obtenidos de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Buenos Aires (UBA) y mantenidos en el Centro
de Recursos Animales (CEFYBO) en condiciones libres de patdgenos. Las ratas se alojaron en una
habitacion con clima controlado y un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. La alimentacion consistio en
comida estandar para ratas de laboratorio y agua ad libitum. Todos los animales recibieron cuidados
de acuerdo con las normas locales de bienestar animal, y los protocolos fueron aprobados por el

Comité de Etica Animal de la Facultad de Medicina de la UBA.

Micaela Ferrante 37



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apdsitos para heridas”

Para los experimentos de cicatrizacién de heridas, las ratas fueron alojadas en jaulas
individuales. La anestesia se llevé a cabo mediante la administracién intraperitoneal de una
combinacion de ketamina (20-45 mg/kg) y midazolam (45 mg/kg). Se elimindé el pelo de la region dorsal
utilizando tijeras eléctricas, y se generaron tres heridas de espesor completo en la piel dorsal con un
trocar de biopsia de 8 mm, atravesando dos capas de piel. En cada animal, una de las heridas se utilizé
como control interno, mientras que las otras dos fueron tratadas.

Se aplicaron hidrogeles QP con NaCl en concentraciones de 0 y 0,15 M sobre las heridas
tratadas, cubriéndolas completamente. Para la herida de control, se utiliz6 una gasa furacinada en
lugar del hidrogel. Para evitar el desplazamiento de los hidrogeles y las gasas, se cubri6 la region
dorsal de las ratas con cinta hipoalergénica y Tegaderm. El proceso de curacion se analizé retirando
los vendajes en animales anestesiados, tomando al menos tres imagenes de cada herida para evaluar

el 4rea y determinar el porcentaje de cierre mediante la formula (Bagher et al., 2020):

Area de la herida abierta

Cierre de herida (%) = (1 - ) x 100 (Ecuacion 2.14)

Area de la herida inicialmente

Las mediciones se realizaron los dias 0, 1, 4, 6, 8, 12, 15y 19 tras la lesion. El area de cierre
de las heridas se calculé empleando el software ImageJ. Para determinar la escala en cada fotografia,

se utilizé una regla, y posteriormente se analiz6 el area.

2.5.10.2.2 In vitro.

Para los estudios in vitro se emplearon placas de 24 pocillos, en las que se sembraron 60.000
células por pocillo. Las células utilizadas fueron fibroblastos dérmicos humanos adultos (HDFa), vy el
ensayo se realizd siguiendo el método de citotoxicidad directa descrito en la norma ISO 10993-5
(International Organization for Standardization, 2009), poniendo los hidrogeles en contacto directo con
la monocapa celular. La viabilidad celular se determind mediante el uso de resazurina, cuya eleccion
fue fundamentada tras ensayos preliminares comparativos con el método de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT). Estos ensayos demostraron que resazurina genera menos desviacién entre
réplicas en los controles, ademas de evitar el uso de solventes que podrian alterar la estructura del
hidrogel, como se describe en el Anexo 1. Ademas, en el Anexo se detallan estudios previos para

conocer el tamafio 6ptimo de las placas y la concentracion celular a utilizar. Estos estudios se llevaron
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a cabo en el Departamento de Ingenieria Quimica y de Materiales de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad de Alberta (Edmonton, Canada).

Inicialmente, las células fueron sembradas en medio Eagle modificado de Dulbecco completo
y se incubaron a 37 °C con 5% de CO: durante 24 horas, verificando la formacién de una monocapa
bajo microscopia. Posteriormente, se reemplazé el medio de cultivo y se colocaron los hidrogeles
previamente hinchados y esterilizados. Se utilizaron pocillos con células pero sin hidrogeles como
control positivo para evaluar la viabilidad celular en ausencia de materiales potencialmente toxicos, y
pocillos sin células como controles negativos para establecer la linea base de fluorescencia del reactivo
de resazurina. Los hidrogeles, en forma de discos liofilizados de 4 mm de diametro y 1 mm de espesor,
fueron esterilizados mediante exposicion a luz UV durante 15 minutos por cada lado (Bento et al., 2023;
Rodrigues et al., 2016) y posteriormente hidratados con PBS estéril hasta alcanzar la saturacion. Las
muestras analizadas incluyeron a los hidrogeles QP con o sin NaCly CNWs al 10% p/p y aquellos con
LD 1% p/p. Cada una se evalu6 en ocho réplicas y se incubaron durante 1, 2, 4y 7 dias.

Se determiné la viabilidad celular utilizando resazurina y aplicando la siguiente férmula:

Abs muestra — Abs Control neg

Viabilidad (%) = X 100 (Ecuacion 2.15)

Abs Control pos

Las mediciones se realizaron dos horas después de la incorporacion de resazurina, momento
en que el cambio de color en las placas evidencio la actividad metabdlica celular asociada a la
reduccion de resazurina en resorufina (Chen et al., 2018). Durante este ensayo, se retiraron los
hidrogeles previamente a la lectura de resultados, permitiendo que las células contenidas en el interior
de los hidrogeles reaccionaran con el reactivo, lo que asegurd una determinacion mas precisa de la
viabilidad. La fluorescencia de cada pocillo fue medida a 530 y 570 nm utilizando el lector de placas
Thermo Fisher Varioskan LUX, y el porcentaje de viabilidad celular se calculé conforme a la Ecuacion

2.15.

2.5.10.2.2.1 Ensayos de hemdlisis en microgeles de gelatina y condroitin sulfato.

La prueba se realizo con sangre de donantes voluntarios, anénimos y mayores de edad. El

porcentaje de hemdlisis de todas las muestras se determind mediante un protocolo basado en otros
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trabajos con materiales similares (Peng et al., 2021; Zhang et al., 2023). Los eritrocitos se separaron
mediante centrifugacion y se diluyeron al 2% (v/v) en SF. Posteriormente, se pesaron 15 mg de cada
muestra y se colocaron en una placa de 24 pocillos, a la que se afadieron 1,5 ml de solucién de
eritrocitos en cada pocillo. Como control negativo, se emplearon soluciones de eritrocitos sin muestra,
mientras que como control positivo se utilizaron eritrocitos mezclados con agua destilada. La prueba

se realiz6 por triplicado.

Las soluciones se incubaron a 37 °C durante 3 horas. Transcurrido ese tiempo, las
suspensiones se centrifugaron durante 5 min a 3000 rpm. El sobrenadante se utilizé para medir la

absorbancia a 540 nm utilizando el equipo UV-Visible (UNICO SQ-2800).

El porcentaje de hemdlisis se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

Hemolisis (%) = 22 x 100 (Ecuacion 2.16)
P~ n

Donde Abss es la absorbancia de la muestra 'y Absn y Absp la absorbancia del control negativo

y positivo, respectivamente.

El estudio se llevo a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial: Principios éticos para la investigacion médica en seres humanos. Todos los procedimientos
se realizaron de conformidad con las leyes pertinentes y las directrices institucionales. La aprobacion
ética para este estudio se obtuvo del Comité de Etica en Investigacion del Programa Tematico
Interdisciplinario en Bioética (PTIB), adscrito a la Secretaria de Ciencia y Tecnologia de la Universidad
Nacional de Mar del Plata, el 8 de julio de 2024. El protocolo fue registrado con el nimero NO-2024-

27503325-GDEBA-DPEGSFFMSALGP en La Plata, Buenos Aires, Argentina.

2.5.11 Esquema de la estructura de la tesis doctoral.

Como se muestra en la Figura 2.2, esta tesis se centra en la formulacion y caracterizacion de

materiales basados en dos sistemas principales: hidrogeles de quitosano y pectina (QP) y sistemas de
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gelatina y condroitin sulfato (GCS). En este Ultimo, se desarrollaron tanto hidrogeles como microgeles.
Para ambos sistemas, se evalud6 la incorporacién de refuerzos o compuestos activos, se realizaron
ensayos de caracterizacion bajo distintas condiciones y se analizaron sus propiedades en funcién de

su potencial aplicacién como apdésitos para diferentes tipos de heridas.
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Figura 2.2. Imagen que resume la tesis doctoral.
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En la Tabla 2.1 se observa un resumen de los diferentes hidrogeles y microgeles con

agentes activos o refuerzos.

Tabla 2.1. Nomenclatura de los hidrogeles y microgeles formulados exitosamente, algunos de ellos compuestos
con la adicién de refuerzos como AgNPs y CNWs o cargados con agentes activos como la LD.

Muestra PEC | NaCl (M) | AgNPs (% p/p) CNW LD (% p/p)
QP-0 QP 0 0 0 0
QP-0,15 QP 0,15 0 0 0
QP-0-AgNPs QP 0 1 - 0
QP-0,15-AgNPs QP 0,15 1 - 0
QP-0-CNWs-a QP 0 0 Por hinchamiento 0
QP-0,15-CNWs-a QP 0,15 0 Por hinchamiento 0
QP-0-4%CNWs QP 0 0 4% 0
QP-0,15-4%CNWs QP 0,15 0 4% 0
QP-0-10%CNWs QP 0 0 10% 0
QP-0,15-10%CNWs QP 0,15 0 10% 0
QP-0-20%CNWSs QP 0 0 20% 0
QP-0,15-20%CNWSs QP 0,15 0 20% 0
QP-0-30%CNWs QP 0 0 30% 0
QP-0,15-30%CNWSs QP 0,15 0 30% 0
QP-0-LD QP 0 0 0 2
QP-0,15-LD QP 0,15 0 0 2
1: GCS-0 GCS 0 0 0 0
2: GCS-0,15 GCS 0,15 0 0 0
3: GCS-0-1%AgNPs GCS 0 1 0 0
4: GCS-0,15-1%AgNPs | GCS 0,15 1 0 0
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Capitulo 3.
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3.1 Introduccion al Capitulo 3.

Los polimeros Q y P pueden utilizarse para la formacion de hidrogeles mediante PECs,
siempre que se encuentren cargados en solucion. Las cargas positivas del Q interactian con las cargas
negativas de la P, lo que da lugar a la formacion de una red polimérica. La modificacién de parametros
como la concentracién de polimeros o el pH de formulacion afecta directamente el grado de
entrecruzamiento, generando hidrogeles con propiedades diferenciadas. Por otro lado, la incorporacion
de NaCl altera las interacciones entre los polimeros, promoviendo la formacién de materiales
saloplasticos. Ademas, estos sistemas han demostrado ser (tiles para la liberacién de farmacos, con
reportes previos que destacan su efectividad en este ambito.

En los Ultimos afios, se han desarrollado hidrogeles basados en Q y P para diversas
aplicaciones, como la liberacién controlada de farmacos (Morris et al., 2010; Neufeld and Bianco-Peled,
2017), la cicatrizacion de heridas (Amirian et al., 2021), entre otras. Estos hidrogeles pueden
presentarse en diferentes formatos, incluyendo peliculas (Chetouani et al., 2017; Shanti et al., 2022),
hidrogeles inyectables (D. Li et al., 2020) o andamios porosos (Martins et al., 2018a). Ademas, estudios
recientes han explorado propiedades adicionales de estos sistemas. Por ejemplo, en 2022 se
reportaron hidrogeles QP con actividad antioxidante y anticancerigena (Dziadek et al., 2022). Ese
mismo afio, también se report6 el uso de nanocapsulas compuestas de estos polimeros para la
liberacién de farmacos, con la incorporacion de un antibiotico (Mohan et al., 2022). Adicionalmente, en
2023 se emplearon hidrogeles polielectrolitos de Q y P para la liberacion de medicamentos (Vildanova
et al., 2023). Asimismo, un estudio reciente evalué cémo el pH y la concentracion de sal influyen en
los complejos de Q con goma arabiga (Schréder et al., 2023).

Sin embargo, hasta el momento no se han desarrollado materiales saloplasticos basados en
CoPECs de Q y P que analicen el efecto de parametros como pH, contenido de NaCl y concentracion
de polimeros para optimizar formulaciones dirigidas a apdsitos para heridas. Tampoco se ha evaluado
la liberacién de lidocaina a partir de estos materiales. Por estas razones, se realizaron los ensayos
descritos en este capitulo.

En el presente capitulo se detallan los hidrogeles de Q y P formulados bajo distintas
condiciones y se analizan tanto a nivel macroscépico como microscépico. También se describen los
ensayos llevados a cabo para su caracterizacion, incluyendo hinchamiento en diferentes medios,

andlisis térmicos, medicion del potencial zeta, entre otros. Los hidrogeles que presentaron mejores
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propiedades fueron seleccionados para una caracterizacién mas profunda, que incluyo la variacion de
condiciones de hinchamiento, analisis de sus caracteristicas fisico-quimicas, mecénicas, GF,
permeabilidad al vapor de agua y ensayos bioldgicos especificos relacionados con la aplicacion
propuesta. Se realizaron ensayos antibacterianos y estudios preliminares in vivo. Finalmente, se evalué

la incorporacion de lidocaina en los hidrogeles, midiendo la eficiencia de encapsulacién y su liberacion

al medio.

3.2 Hidrogeles obtenidos.

Como se observa en la Tabla 3.1, se obtuvieron 18 hidrogeles variando los parametros
mencionados en el Capitulo 2, seccién 2.2 (pH, concentracion polimérica y NaCl). Cada hidrogel se

preparé utilizando 20 ml de buffer con las concentraciones correspondientes de polimeros y NaCl.
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Tabla 3.1. Hidrogeles formulados. Variacion de pH, concentracién de polimeros y sal en la fabricacién de los

hidrogeles.
pH | NaCl (M) Concentracion Masa total (g) Contenido de Comportamiento
polimérica (mg/ml) agua teorico (%) al tacto
4 0 5 0,8 87,5 Rigido
10 15 86,7 Maleable
0,15 5 14 78,6 Maleable
10 1,2 68,3 Ligeramente
rigido
0,5 5 1,7 59,7 Maleable
10 2,8 72,0 Maleable
45 0 5 1,6 93,7 Fragil
10 34 94,1 Maleable
0,15 5 1,8 84,4 Fragil
10 4,1 90,7 Maleable
0,5 5 19 63,9 Maleable
10 3,1 74,7 Maleable
5 0 5 1,0 90,0 Maleable
10 2,1 90,5 Maleable
0,15 5 1,5 81,3 Fragil
10 2,4 84,2 Maleable
0,5 5 1,7 59,7 Rigido
10 2,8 72,0 Maleable
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El aspecto macroscépico de los hidrogeles fue similar en coloracién y forma, como se muestra
en la Figura 3.1. Sin embargo, se encontraron variaciones en el peso y la textura de los hidrogeles

formulados.

Figura 3.1. Ejemplo de hidrogeles de QP obtenidé_s,_fdrmulados a pH 4 con 10 mg/ml de polimeros. De izquierda
a derecha: Sin NaCl, con 0,15 M NaCl y con 0,5 M NaCl. Regla de referencia en cm.

Ademas, se confirmé que ambos polielectrolitos son esenciales para la formacion de los
hidrogeles. Soluciones de Q y NaCl o de P y NaCl, preparadas a pH 4 bajo las mismas condiciones de
sintesis, no formaron geles. Esto demuestra que la incorporacion de NaCl por si sola no es suficiente;
es necesaria la interaccidon entre ambos polielectrolitos. La capacidad de los iones de NaCl para
interactuar con los polielectrolitos, como se menciona en la introduccién, no genera redes

tridimensionales, a diferencia de las interacciones entre ambos polimeros.

3.3 Criterios para la seleccion de hidrogeles.

3.3.1 Caracterizacion morfologica, textural y de formacion.

Los 18 hidrogeles se formaron correctamente. La mayoria fueron maleables al tacto, aunque
algunos presentaron mayor rigidez (Tabla 3.1). Los mas rigidos fueron los formulados a pH 4 con 5
mg/ml de polimeros y sin NaCl, y los preparados a pH 5 con 5 mg/ml de polimeros y 0,5 M NacCl.
Algunos hidrogeles resultaron fragiles y se desarmaron al intentar moldearlos, lo cual es relevante
considerando aplicaciones en apdsitos, donde se requiere resistencia mecanica.

En cuanto a su composicién, se verificd que los hidrogeles contienen mayoritariamente agua
(entre 60% y 95%). Este contenido fue mayor en hidrogeles sin NaCl y en estos casos no presento
diferencias significativas (+0,5%) entre concentraciones de polimeros de 5y 10 mg/ml. La presencia

de NaCl modifica la estructura de las cadenas poliméricas, neutralizando los grupos funcionales
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cargados mediante interacciones ionicas y disminuyendo la afinidad del hidrogel por el agua (Costa et
al., 2015).

Se observé un comportamiento consistente en los hidrogeles con NaCl, a mayor concentracion
de polimeros (10 mg/ml), el contenido de agua aumenté en la mayoria de los casos. Sin embargo, en
hidrogeles formulados a pH 4 con 0,15 M NaCl, el contenido de agua fue mayor con 5 mg/ml de
polimeros (78,6% frente a 68,3%). La concentracion de NaCl también influyd. A bajas concentraciones
(0,15 M), las estructuras fueron menos rigidas debido a la neutralizacion parcial de las cadenas
poliméricas, esto disminuye las repulsiones electrostaticas, permitiendo un mayor enrollamiento de las
cadenas. Por otro lado, a concentraciones mas altas (0,5 M) este efecto fue mas pronunciado y
promovié la formacién de agregados macroscopicos (Meka et al., 2017). Por lo tanto, excepto en los
hidrogeles formulados a pH 4 con 0,15 NacCl, se observé que el contenido de agua fue mayor en
aquellos con 0,15 M NaCl en comparacién con los que contenian 0,5 M.

Por otro lado, en los hidrogeles formulados a pH 4, al incorporar el doble de polimeros (10
mg/ml frente a 5 mg/ml), el peso de los hidrogeles con NaCl fue menor al esperado; incluso se obtuvo
mas hidrogel con 0,15 M NaCl y 5 mg/ml (1,73 g) que con 10 mg/ml (1,22 g). Ademas, este Ultimo
mostré una estructura mas rigida. A pH 4,5y 5, si se obtuvo mas hidrogel cuando se agregoé el doble
de polimeros en todos los casos. Sin embargo, dos de los seis hidrogeles formulados a pH 4,5
presentaron una estructura fragil y facil de desarmar; esta misma fragilidad se observé en uno de los
hidrogeles formulados a pH 5. Este comportamiento se dio en los hidrogeles con 5 mg/ml de polimeros
con 0 0 0,15 M de NaCl formulados a pH 4,5y 5.

La eleccion del pH de formulacion juega un papel crucial en la obtenciéon de los hidrogeles, ya
gue determina los grupos funcionales cargados de las cadenas poliméricas, lo que a su vez influye en
las caracteristicas de los hidrogeles obtenidos (Altam et al., 2021). Ademas, se observé que el pH
afecta tanto el peso como la morfologia de los hidrogeles, alterando su estructura interna. Por ejemplo,
en los hidrogeles sin NaCl y con 5 mg/ml de polimeros, se obtuvo una estructura mas rigida a pH 4,
mientras que a pH 4,5 el hidrogel se desarmo y a pH 5 fue maleable. En las formulaciones con 0,15 M
de NaCl, se observé que a pH 4 los hidrogeles eran maleables, mientras que a pH 4,5 y 5 presentaban
una estructura mas fragil. Esto demuestra que no solo la presencia de NaCl influye en las

caracteristicas de los hidrogeles, sino también el pH de formulacion.
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La fragilidad observada en algunos hidrogeles puede explicarse por las interacciones entre las
cadenas de polielectrolitos, que se ven afectadas tanto por la interferencia de los iones de la sal como
por el estado de los grupos funcionales, que pueden estar cargados o no segun el pH. Estos factores
modifican significativamente las interacciones entre los polielectrolitos. Estas interacciones tienen un
impacto directo en la resistencia mecanica y la estabilidad de los hidrogeles, propiedades
fundamentales para apoésitos que necesitan permanecer integros durante su aplicacion y uso.

Por otro lado, en cuanto a la técnica de sintesis, se sabe que al preparar soluciones mas
diluidas y ensamblarlas mediante goteo, se favorece la equimolaridad (Schaaf and Schlenoff, 2015),
ya que esta técnica permite una mejor dispersion de las moléculas y una interaccion mas eficiente,
formando complejos mas uniformes. Este aspecto resulta especialmente relevante para el disefio de
hidrogeles destinados a apésitos, ya que, como se discutird en las siguientes secciones, las
caracteristicas internas de los hidrogeles, determinadas por los parametros seleccionados para su
sintesis, tienen un impacto significativo en sus propiedades macroscopicas y funcionales.

Uno de los posibles ensayos para analizar estas interacciones mas a fondo es el andlisis de
Potencial Zeta. Ademas, para caracterizar de mejor manera la estructura de los hidrogeles, se pueden
hacer estudios de hinchamiento en distintas condiciones, analisis de propiedades térmicas y

observaciones al microscopio para evaluar la cantidad y distribucion de los poros.
3.3.2 Capacidad de hinchamiento en condiciones controladas.

El grado de hinchamiento varia segun las caracteristicas de los PECs y del medio en el que
se hinchan (Sakiyama et al., 1993). Los resultados experimentales obtenidos al someter los hidrogeles
a distintas condiciones de hinchamiento se presentan en la Figura 3.2, donde se observa como dichas

condiciones influyen en su capacidad de absorcion.

a b c d e f
o pH 5-0 NaCl pH 5-0,15 NaCl pH5-=0Nadl pH 5-0,15 NaCl pH 5—0 NaCl pHS -0,15 NaCl
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Figura 3.2. Porcentaje de hinchamiento de hidrogeles en pH 5 con o sin 0,15 M NacCl. a y b: Hidrogeles
formulados a pH 4. c y d: Formulados a pH 4,5. e y f: Formulados a pH 5.
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Los hidrogeles formados por PECs entre Q y P presentan sensibilidad a cambios de pHy a la
concentracion de polimeros empleada, lo que genera variaciones en su capacidad de hinchamiento
(Bigucci et al., 2008; Chang and Lin, 2000). Este tipo de hidrogeles, que responden a estimulos
externos como pH, temperatura o fuerza iénica de la solucién, son clasificados como materiales
inteligentes (Erceg et al., 2021). A medida que disminuye la densidad de entrecruzamiento, como
ocurre en muestras con concentraciones poliméricas menores, se observa un mayor hinchamiento,
aunque estas formulaciones suelen ser mas fragiles (Chen et al., 2024). Adicionalmente, la estructura
y el tamafio de los poros de los hidrogeles, observables mediante microscopia electrénica de barrido,
son factores que influyen en su capacidad de hinchamiento al facilitar, o limitar, el pasaje de solutos
(Amirian et al., 2021).

En ciertos casos, los hidrogeles no solo se hinchan, sino que también se deshinchan al ser
colocados en soluciones especificas, presentando un peso final menor al inicial (Neufeld and Bianco-
Peled, 2017). Esta capacidad de deshinchamiento puede ser beneficiosa en aplicaciones especificas,
ya que permite una mayor difusion y liberacién controlada de compuestos activos, dependiendo de las
caracteristicas del medio.

El rango de pH de la epidermis oscila entre 4,1 y 5,8 y se sabe que las condiciones acidas
favorecen la curacién de heridas (Proksch, 2018). Teniendo esto en cuenta, los hidrogeles fueron
ensayados inicialmente a pH 5, utilizando soluciones con y sin NaCl (0 o 0,15 M) para evaluar su
comportamiento ante posibles cambios osmdéticos. Tras 2 horas de inmersién, los hidrogeles
alcanzaron un peso de equilibrio, manteniéndose estables en su estructura y sin presentar
desintegracion durante el ensayo. Para el calculo del peso final, My, se consider6 las 24 horas
posteriores al hinchamiento.

Los resultados evidenciaron que los hidrogeles formulados a pH 4 exhibieron un mayor
hinchamiento y capacidad de deshinchamiento en comparacion con aquellos preparados a pH 5. Como
se muestra en la Figura 3.2, la presencia de NaCl en el medio de hinchamiento tuvo un impacto
significativo en el comportamiento de estos materiales. La capacidad de deshinchamiento, observada
especialmente en los hidrogeles formulados a pH 4, es una caracteristica positiva que podria favorecer
la liberacién de compuestos activos afadidos al hidrogel segin las condiciones del entorno. Asimismo,

esta capacidad, junto con el hinchamiento, es fundamental para aplicaciones en apdésitos, ya que
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permite absorber exudados de heridas o mantener la hidratacion de la zona afectada, dependiendo del
tipo de herida y de las necesidades especificas de absorcion (Op 'T Veld et al., 2020).

Considerando las razones previamente mencionadas, y teniendo en cuenta también los
resultados de morfologia y textura de los hidrogeles, se seleccionaron aquellos formulados a pH 4 para
continuar con el resto de los estudios. Durante los préximos ensayos descritos estos hidrogeles seran
rotulados segun sus parametros como: QP-[NaCl]-[polimeros]; por ejemplo, el hidrogel formulado a pH

4 con 0,15 M NaCl y 5 mg/ml de polimeros se nombrara como QP-0,15-5.

3.3.3 Estudio de la microestructura.

Los CoPECs presentan una estructura porosa cuya forma y tamafio de poros dependen de
diversos factores, como la velocidad de compactacién durante la sintesis, los cambios en la presion
osmatica asociados a la incorporacion de NaCl en la solucién polimérica y las concentraciones de
polimeros empleadas (Schaaf and Schlenoff, 2015). La relevancia del tamafio de los poros radica en
su impacto sobre la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles, el ingreso y crecimiento de células,
asi como el pasaje de exudados en apésitos disefiados para el tratamiento de heridas (Chang et al.,
2011). Es por eso que se resalta la importancia de controlar el tamafio y la forma de los poros durante
la sintesis, ya que estos parametros afectan directamente las propiedades funcionales de los
hidrogeles como apdsitos, especialmente en términos de permeabilidad, capacidad de hinchamiento y

biocompatibilidad con los tejidos afectados.

En este estudio, se esperaba observar diferencias microscopicas relacionadas con el
contenido de NaCl en los hidrogeles. De manera similar a lo reportado previamente, se anticipaba que
la incorporacién de sal aumentaria el tamafio de los poros debido a una menor compactacion
estructural ocasionada por la interaccion de los contraiones de la sal con las cadenas poliméricas. Los
resultados confirmaron que un mayor contenido de sal gener6 una mayor rugosidad en las paredes de
los poros (Figura 3.3). En particular, los hidrogeles formulados con 0,15 M de NaCl presentaron poros
de mayor tamafio y una microestructura mas visible en comparacién con los hidrogeles sin NaCl, en
los cuales la porosidad era menos evidente. Asimismo, en los hidrogeles con sal se observaron

cristales atribuidos a la presencia de NacCl.
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Por otro lado, aunque una mayor porosidad deberia, en principio, facilitar el intercambio de
solventes, los hidrogeles hinchados a pH 5 en la seccién anterior y con un mayor contenido de NacCl
mostraron un menor hinchamiento. Este comportamiento podria explicarse por la influencia del medio

de ensayo y por el hecho de que los hidrogeles frescos ya contenian agua en su estructura.

Figura 3.3. Micrografias de SEM de los hidrogeles formulados a pH 4. a, b y ¢ corresponden a los hidrogeles con
5 mg/ml de polimeros y 0, 0,15 My 0, 5 M NaCl, respectivamente; d, e y f corresponden a los hidrogeles con 10
mg/ml de polimerosy 0, 0,15 My 0,5 M NaCl.

En cuanto a las variaciones estructurales asociadas con la concentracion de polimeros
utilizada, no se observaron cambios significativos en la microestructura. Todos los hidrogeles

presentaron un aspecto heterogéneo, con zonas que aparentaban ser mas densas que otras.

Los valores de espesor de las paredes de los poros se encuentran detallados en la Tabla 3.2.
Los resultados indicaron que el espesor de las paredes fue mayor en el hidrogel formulado con una
concentracién de 5 mg/ml de polimeros y 0,15 M de NaCl, en comparacion con el resto de las

formulaciones analizadas.

Tabla 3.2. Valores obtenidos del espesor de la pared de los poros en los hidrogeles formulados a pH 4.

QP-0-5 | QP-0,15-5 | QP-0,5-5 | QP-0-10 | QP-0,15-10 | QP-0,5-10

Espesor pared | 2,2+ 1,1 47+1,2 13+06 (1607 2,7+18 24+04
de poro (um)
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Si bien se esperaba un incremento progresivo en el espesor de las paredes con el aumento de
la concentracion de NaCl, como lo sugiere la literatura (Naficy et al., 2020), este comportamiento no se
observé en los hidrogeles que contenian 0,5 M de NaCl. Este fendbmeno sugiere que, bajo las
condiciones experimentales empleadas, concentraciones elevadas de NaCl no promovieron cambios
estructurales significativos en el grosor de la pared de los poros. Este resultado podria estar
relacionado con un posible efecto de la alta concentracion de NaCl sobre el grado de entrecruzamiento
de los hidrogeles. Por otra parte, al comparar los hidrogeles QP-0-5 y QP-0,15-5, se constaté que el
hidrogel QP-0,15-5 present6 un didmetro de las paredes de los poros casi el doble que el observado

en QP-0-5.

3.3.4 Estudio de la estabilidad térmica de los hidrogeles.

Otro método utilizado para la caracterizacion de los hidrogeles es el TGA. Este estudio permite
determinar las temperaturas a las cuales los hidrogeles comienzan a degradarse. En la Figura 3.4 se
observan los resultados obtenidos, con las curvas de masa residual y de la derivada de la pérdida de
masa en funcién de la temperatura (DTGA). La temperatura de degradacion maxima (Tmax), definida
como la temperatura a la que ocurre la mayor tasa de pérdida de masa, fue de 224,8 °C para el Qy de

287,4 °C para la P.
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Figura 3.4. Resultados de TGA de los polimeros Q y P, con las curvas de masa residual (lineas sdlidas) y de la
DTGA (lineas discontinuas) en funcién de la temperatura.

En funcion de los valores de Tmax oObtenidos para los polimeros, se analizaron los
correspondientes a los hidrogeles. Como se ilustra en las Figuras 3.5 y 3.6, todos los hidrogeles
formulados a pH 4 experimentaron degradacion en dos o tres etapas. La primera etapa de
descomposicién se produjo en el rango de 150 a 250 °C, intervalo en el cual se registré la mayor
pérdida de masa durante el ensayo. Antes de alcanzar este rango, también se observé una pequefa
pérdida de masa asociada a la eliminacién del agua residual presente en los materiales, un fenémeno

comun en este tipo de sistemas (Panwar et al., 2023).
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Figura 3.5. Resultado de TGA de los hidrogeles QP, con las curvas de masa residual en funcion a la

tem peratura.
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Figura 3.6. Resultado de TGA de los hidrogeles QP, con las curvas de la DTGA en funcion a la temperatura.

Con la adicion de NaCl a los hidrogeles, se observo una disminucion en la Tmax con el aumento
de la concentracién de sal en hidrogeles formulados con 5 mg/ml de concentracién de polimeros (Tabla

3.3). Este fendbmeno podria asociarse al efecto dopante de la sal, tal como se describe en el Capitulo
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1, seccion 1.3.3, o a la interdifusion de sal (Porcel and Schlenoff, 2009), que interfiere en las

interacciones entre las cadenas poliméricas, resultando en una estructura mas susceptible a la

degradacion, especialmente en concentraciones elevadas de NaCl.

Tabla 3.3. Temperatura inicial (Ti) y Tmax de los hidrogeles formulados a pH 4 con los distintos parametros, y
cantidad de porcentaje de hidrogel presente a los 800 °C (My).

QP-0-5 QP-0,15-5 QP-0,5-5 QP-0-10 QP-0,15-10 | QP-0,5-10
Ti (°C) 169,2 138,9 92,4 141,8 120,1 76,5
Tmax (°C) 205,5 193,6 179,1 210,3 210,8 2241
Mt (%) 26,6 34,0 38,7 31,8 28,8 47,0

Por otro lado, la Tmax fue mayor en los hidrogeles formulados con 10 mg/ml de concentracién
de polimeros en comparacién con los preparados con 5 mg/ml bajo las mismas condiciones. En este
caso, la adicion de NaCl no evidencié un efecto consistente sobre la Tmax; de hecho, en el hidrogel con
0,5 M NaCl y 10 mg/ml de concentracion de polimeros, se registré un valor de Tmax superior al de
aquellos con 0 0 0,15 M NaCl. Esto podria atribuirse a la formacion de una red tridimensional mas
densa debido a la mayor proporcién de polimeros, lo que confiere una mayor estabilidad térmica y, en
consecuencia, un aumento en la Tmax (Chipara et al., 2008), reduciendo el impacto del NaCl. Otra forma
de evaluar la degradacién de los hidrogeles es considerando la temperatura de degradacion inicial (Ti),
definida como la temperatura a la que se registra una pérdida del 5% de la masa (Rusu et al., 2015),
se observé que esta temperatura disminuy6 con el incremento de la concentracién de polimeros o de
sal, lo cual podria relacionarse con la pérdida inicial de agua, cuya cinética depende de las
interacciones entre el agua y la red polimérica (Reguieg et al., 2020). En todos los casos analizados,
se constato que el aumento de la concentracion de NaCl redujo la Ti, en concordancia con lo observado
para la Tmax €n hidrogeles con 5 mg/ml de concentracion de polimeros. Asimismo, se detectd que la Ti
fue menor en hidrogeles formulados con 10 mg/ml en comparacion con sus equivalentes preparados

con 5 mg/ml.

En sintesis, una mayor concentracion de polimeros formadores de PECs atenla el efecto

dopante de la sal sobre la Tmax. Ademas, los valores de Tmax de los hidrogeles fueron inferiores a los
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de los polimeros individuales, lo que puede explicarse por la degradacién inicial de las redes
tridimensionales, seguida de la separacion de las cadenas y la posterior degradacion de los polimeros

constituyentes.

Por dltimo, se analiz6 el porcentaje remanente de las muestras sin degradar (Mf) a una
temperatura especifica. A 800 °C, cerca del final del ensayo, se evidencié que, en los hidrogeles con
5 mg/ml de concentracion de polimeros, el porcentaje remanente aumenté con la concentracion de
NaCl. Este hallazgo, junto con los resultados previos, confirma que la adicion de NaCl provoca
modificaciones significativas en la estructura de los hidrogeles. De todas formas, el mayor porcentaje

remanente se registré en la muestra QP-0,5-10, con un valor cercano al 50% del material inicial.

Haciendo referencia a la aplicacién prevista para los hidrogeles, resulta relevante destacar que
los valores de Ti fueron superiores a 90 °C en todos los casos. Este resultado es positivo, ya que
sugiere que, incluso en presencia de un aumento de temperatura debido a factores externos, como la
temperatura ambiente elevada o la proximidad a la piel lesionada, los hidrogeles podrian experimentar
una pérdida de agua sin que su degradacidn estructural sea significativa, al mantenerse por debajo del
5%. El analisis de la influencia del NaCl y de la concentracion polimérica sobre la estabilidad térmica
de los hidrogeles proporciona informacion valiosa para orientar su caracterizacion. A partir de estos
resultados, es posible continuar evaluando las propiedades de los materiales con el objetivo de

identificar cuales son los mas adecuados para aplicaciones especificas, como apésitos para heridas.

3.3.5 Evaluacion de la carga superficial en las soluciones precursoras de

hidrogeles.

El analisis del potencial zeta es fundamental para entender las interacciones internas de los
polielectrolitos en los hidrogeles. Esta técnica permite evaluar cémo las composiciones y
concentraciones de polimeros afectan tanto las caracteristicas microscopicas como macroscopicas de
los hidrogeles. En este caso, el potencial zeta mide la carga superficial de los polielectrolitos disueltos,
proporcionando informacion sobre la densidad de carga de las soluciones precursoras empleadas en

la preparacion de los hidrogeles (Ravishankar et al., 2019).
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Como se esperaba, los resultados confirmaron que el policatioén (Q) presenta carga positiva y

el polianion (P) carga negativa. Los resultados se observan en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Resultados de Potencial Zeta y de conductividad para soluciones con P 0 Q y con o sin NaCl
formuladas a pH 4, 4,5y 5.

QP-0-5 | QP-0,15-5 | QP-0,15-10 | QP-0,5-5
Potencial en solucién de P (mV) -12,8 -6 -7,6 -3,3
Potencial en solucién de Q (mV) 16,6 15,3 19,5 13,2
Diferencia de potencial 11,9 9,9
Conductividad P (mS/cm) 9,9 20,5 19,8 40,6
Conductividad Q (mS/cm) 10,4 21,1 20,6 449

De las soluciones analizadas, cinco mostraron conductividades eléctricas muy altas, lo que
posiblemente afecté la precision de los valores medidos (Tabla 3.4, valores en rojo). La alta
conductividad, atribuida a los cationes y aniones presentes a pH 4, provoca un flujo de corriente
elevado que interfiere en la medicién. En este pH, el polimero Q tiene numerosos grupos amino
protonados, mientras que el polimero P contiene grupos carboxilo ionizados. Ademas, la presencia de

NacCl y la concentracion de polimeros contribuyen a la conductividad.

Cabe mencionar que la conductividad eléctrica de la piel varia ampliamente, desde 2,6 mS/cm
hasta 1 x 10™* mS/cm, y este rango es relevante para materiales como los apdsitos para heridas, ya
gue podria influir positivamente en procesos biolégicos como migracion, diferenciacion, proliferacion y
adhesién celular (Qu et al., 2019). Un estudio reciente destacd que los hidrogeles con polimeros
cargados, como Q y P, favorecen la curacién de heridas debido a su conductividad eléctrica (Liang et
al., 2021). Aunque estos polimeros no son intrinsecamente conductores, adquieren carga bajo ciertas

condiciones de pH debido a la ionizacion de sus grupos funcionales.

Es importante evitar mediciones en muestras con conductividad mayor a 200 mS/cm, ya que
esto no solo afecta la precision de los resultados, sino que también puede generar sobrecalentamiento
que dafa el electrodo del equipo o la muestra (Lunardi et al., 2021). En este estudio, se estableci6 un

limite de 40 mS/cm para garantizar mediciones confiables.
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Se observo que los hidrogeles con una concentracion de 10 mg/ml de polimeros y 0,15 M de
NaCl tuvieron una mayor diferencia de potencial (11,9 mV) en comparacion con los hidrogeles de 5
mg/ml (9,3 mV). Asimismo, en los hidrogeles de 5 mg/ml, las soluciones sin NaCl mostraron una menor

diferencia de potencial en comparacion con las que contenian 0,15 M NacCl.

Una menor diferencia de potencial sugiere una interaccién mas equilibrada entre los grupos
funcionales de las soluciones de P y Q, lo que puede contribuir a una mayor estabilidad térmica, mejor
compactacion estructural y otras propiedades deseables. Estos resultados refuerzan la conclusién de
gue la presencia de NaCl tiene un impacto significativo en las interacciones entre los grupos
funcionales de los polielectrolitos, modificando los valores de potencial zeta y, por ende, las

propiedades de los hidrogeles.

3.4 Seleccion preliminar de formulaciones 6ptimas de CoPECs QP.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos térmicos, SEM, potencial Zeta, y
de hinchamiento y morfologia, se seleccionaron los siguientes hidrogeles para continuar con la
caracterizacion y los ensayos mas especificos para aplicaciones biomédicas, como apdésitos para

heridas:
QP-0-5 — Hidrogel obtenido a pH 4 con 5 mg/ml de concentracién de polimeros Q y P, sin NaCl.

QP-0,15-5 — Hidrogel obtenido a pH 4 con 5 mg/ml de concentracién de polimeros Q y P, con 0,15 M

de NacCl.

3.4.1 Justificacion de la seleccion.

La seleccion de estos hidrogeles responde a la necesidad de comparar el efecto de la
presencia 0 ausencia de sal en sus propiedades. El hidrogel QP-0,15-5 tiene una estructura mas
porosa con paredes de poros mayores, lo que podria influir en su capacidad de hinchamiento y
liberacion de compuestos terapéuticos. Por otro lado, el hidrogel QP-0-5 presenta una estructura mas
compacta y una diferencia de potencial zeta menor, lo que puede ofrecer ventajas en términos de

estabilidad y comportamiento mecanico.
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Ambos hidrogeles demostraron una capacidad de hinchamiento adecuada, crucial para
aplicaciones en apd@sitos para heridas, ya que deben ser capaces de absorber exudados y liberar
agentes terapéuticos. Ademas, los resultados de TGA evidenciaron que ambos tienen una estabilidad

térmica adecuada, garantizando el mantenimiento de sus propiedades bajo condiciones fisiol6gicas.

3.4.2 Justificaciéon de exclusion de otros hidrogeles.

Hidrogeles con alta concentracion de NaCl (QP-0,5-5 y QP-0,5-10).

Estos hidrogeles fueron descartados debido a que la alta concentracién de NaCl (0,5 M) en
estos sistemas resulté en una elevada conductividad, lo cual puede afectar la estabilidad del hidrogel.
Por otro lado, dicha concentracién también puede influir negativamente en el comportamiento de
hinchamiento, favoreciendo la formacién de agregados. Ademas, la mayor cantidad de sal pudo haber
inducido una porosidad excesiva que impacte negativamente en el entrecruzamiento del hidrogel y

disminuya su capacidad de retencion de agua.

Hidrogeles con 0,15 M de NaCl y 10 mg/ml de concentracién de polimeros.

En el caso de los hidrogeles con NaCl pero con una concentraciéon de 10 mg/ml de polimeros
(QP-0,15-10), se obtuvo un peso final de 1,2 g, menor en comparacién con el hidrogel QP-0,15-5, que
alcanzé un peso final de 1,4 g. Este menor peso podria reflejar una menor capacidad de retencién de
agua, posiblemente debido a una estructura mas compacta, o bien ser indicativo de una estructura
menos estable con pérdida de componentes, lo cual no es adecuado para la aplicacién, ya que se
busca lograr una estructura estable e hidratada (Tavakoli and Klar, 2020). Ademas, aunque el hidrogel
con 0,15 M NaCl present6 una estructura mas porosa, la mayor concentracion de polimeros (10 mg/ml)
no ofrecid una ventaja clara en términos de hinchamiento o estabilidad respecto al QP-0,15-5. De

hecho, el espesor de las paredes de los poros es menor en los hidrogeles con 10 mg/ml.

Por estos motivos, se seleccionaron dos hidrogeles que permiten una comparacion directa

para analizar los efectos de la sal en otros ensayos.
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3.5 Ensayos con los hidrogeles seleccionados.

A partir de esta seccion, los hidrogeles seleccionados se denominan QP-0 y QP-0,15, ya que
ambos tienen una concentracion de 5 mg/ml de polimeros. La diferencia entre ellos radica en la

concentracion de NaCl: QP-0 no contiene NaCl, mientras que QP-0,15 contiene 0,15 M de NacCl.

3.5.1 Comportamiento en condiciones fisiolégicas: Hinchamiento.

Se realizaron ensayos de hinchamiento en las siguientes condiciones:

e pH4con0o00,15 M de NaCl: Este pH fue seleccionado porque es el utilizado en la formulacién
de los hidrogeles. Ademas, se agregd NaCl al medio para evaluar el efecto de las condiciones
osmoticas.

e SF a temperatura ambiente o a 37 °C: Se utilizé esta solucion y temperaturas debido a su
similitud con las condiciones fisiol6gicas, ya que el pH de la SF es de aproximadamente 6,4 y
la temperatura de las heridas ronda los 37 °C.

e pH9,2: Este pH fue analizado para estudiar el comportamiento de los hidrogeles, considerando

las cargas de los polimeros.

Tal como se observa en la Figura 3.7, los hidrogeles hinchados a pH 4, en promedio, mostraron
capacidad de hinchamiento. En ausencia de NaCl en el medio de hinchamiento, el hidrogel QP-0
presentd un hinchamiento mayor en comparacion con el hidrogel QP-0,15. Esto se atribuye a la
repulsion electrostética entre las cadenas poliméricas del QP-0, que favorece el hinchamiento. En el
caso del hidrogel QP-0,15, dicha repulsién esta disminuida debido a la interaccién de los iones de NaCl

con las cadenas durante la sintesis, lo que afecta la capacidad de hinchamiento.
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Figura 3.7. Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles QP en diferentes medios y condiciones, formulados sin
NaCl (barras verdes) o con NaCl (barras celestes).

El valor de hinchamiento del hidrogel QP-0 disminuy6 al colocarlo en un medio con NacCl, lo
gue se atribuye a la compensacion osmoética. Aunque el agua ingresa al hidrogel, también tiende a salir
debido a los cambios en el equilibrio de iones entre la solucién y el material (Hariri and Schlenoff, 2010).
En el caso del hidrogel QP-0,15, que contiene sal en su composicién y presenta una estructura menos
compacta debido a la interaccion con esta, se observa la liberacion de iones al medio v,
consecuentemente, una pérdida de agua superior a la del hidrogel QP-0 hasta alcanzar el equilibrio
(Schaaf and Schlenoff, 2015).

Estos resultados se reflejan en los datos obtenidos, donde a pH 4 sin NaCl, el hidrogel QP-0
mostré un mayor grado de hinchamiento en comparacién con QP-0,15. Sin embargo, a pH 4 en
presencia de 0,15 M NacCl, QP-0,15 presentd un mayor hinchamiento, lo cual podria explicarse por su
estructura més porosa, determinada en la seccién 3.3.3. Esta estructura permitiria el ingreso de los
iones de NaCly, por ende, la incorporacion de buffer en la red tridimensional del hidrogel. Las imagenes
obtenidas mediante SEM evidenciaron que QP-0,15 posee una mayor porosidad en comparaciéon con
QP-0, lo cual facilita la absorcién de agua y, potencialmente, de iones. Este comportamiento concuerda
con estudios previos que indican que estructuras porosas interconectadas mejoran las propiedades de

hinchamiento y funcionalidad de los hidrogeles (Suneetha et al., 2020).
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Las diferencias observadas en los resultados de hinchamiento de los hidrogeles dependen
tanto del pH como de la presencia de NaCl en el medio. Como se vio en la seccion 3.3.2, a pH 5y sin
NaCl, QP-0 presenté un hinchamiento de 23,47 + 1,45 %, mientras que en presencia de 0,15 M de
NacCl este valor disminuy6 a -8,66 + 2,05 %. Por otro lado, QP-0,15 alcanzé un hinchamiento de 10 £
2,59 % a pH 5 sin NaCl y de -5,43 £ 0,82 % con 0,15 M de NaCl. La variacién del pH generé respuestas
diferenciales en los hidrogeles formulados, especialmente en presencia de 0,15 M NaCl, donde a pH
5 los materiales se deshincharon, mientras que a pH 4 se observé hinchamiento. Este comportamiento
esta relacionado con las cargas del material, ya que al ser formulados a pH 4, un cambio a pH 5 puede
generar mayor desprotonacién y, consecuentemente, una reduccién del hinchamiento. Sin embargo,
cuando el medio de hinchamiento no contenia NaCl, los resultados de hinchamiento a pH 5y pH 4
fueron equivalentes. La presencia de NaCl, tanto en la formulacién del hidrogel como en el medio de
hinchamiento, influy6 significativamente en el porcentaje de hinchamiento alcanzado.

En los ensayos con SF, a temperatura ambiente, los hidrogeles QP-0 se hincharon, mientras
que los QP-0,15 permanecieron relativamente en equilibrio. No obstante, a 37 °C, ambos hidrogeles
se deshincharon. Este comportamiento resulta relevante para aplicaciones como apdésitos, ya que
permite hidratar la zona de la herida y, en caso de incorporar un principio activo o nanoparticulas,
favoreceria su liberacibn mediante el efecto osmoético (Sui, 2022). Ademds, esta respuesta deja en
evidencia la dependencia del comportamiento del material con la temperatura, lo cual podria estar
relacionado con el incremento del movimiento molecular o0 cambios en las interacciones del agua con
la red del hidrogel a temperaturas mas elevadas, generando una mayor difusion (Erceg et al., 2021).

No se observaron signos de degradacion en los hidrogeles durante los ensayos previamente
mencionados, a pesar de encontrarse a un pH cercano al punto isoeléctrico del quitosano (pl = 6,3).
Sin embargo, cuando se expusieron a un medio con pH 9,2, se observé que a las 48 horas de inmersién
ya habian comenzado a degradarse. Desde el momento en que se colocaron en solucién se evidencié
un cambio estructural, torndndose pegajosos y desarmandose al contacto. Este comportamiento se
atribuye a que, a pH 9,2, la carga neta del quitosano es negativa, lo que disminuye las interacciones
electrostaticas entre los polimeros, llevando a la separacion de las cadenas y a la desintegracion del
hidrogel (Rydzek et al., 2018).

El andlisis de hinchamiento en distintas condiciones permitié evaluar la versatilidad de los

hidrogeles y su respuesta frente a variaciones en pH, contenido de NaCl y temperatura. Los resultados
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obtenidos destacan la importancia de las interacciones electrostaticas en la estabilidad estructural del
material, por lo que se procedi6 a realizar estudios complementarios mediante FTIR. Asimismo, el
hecho de que los hidrogeles se hayan deshinchado a 37 °C en SF abre la posibilidad de explorar la

liberacién de principios activos, como lidocaina, y evaluar su comportamiento en futuros ensayos.

3.5.2 Caracterizacion fisico-quimica de los materiales.

La técnica de FTIR-ATR permiti6 identificar los grupos funcionales presentes en los polimeros
y en los hidrogeles, proporcionando informacion detallada sobre su composiciébn quimica y las
interacciones quimicas involucradas. Los espectros correspondientes a los polimeros y los hidrogeles

se presentan en la Figura 3.8.
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Figura 3.8. Espectros de FTIR para los hidrogeles QP y los polimeros solos.

En los espectros de ambos hidrogeles se identificaron picos en la regién comprendida entre
3000 y 3700 cm™, correspondientes al estiramiento de los grupos hidroxilo (-OH). Estos grupos
funcionales son conocidos por participar en interacciones mediante puentes de hidrégeno (Ehman,
2019). La presencia de -OH también se observo en los espectros de los polimeros individuales, lo cual

concuerda con su composicion quimica. En los hidrogeles, se detectaron tres picos predominantes en
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esta region, atribuibles tanto a los grupos -OH estructurales como a las interacciones con el agua
durante la sintesis. En el caso del Q, esta region también muestra sefiales de grupos amino libres (-
NH.), con un estiramiento caracteristico alrededor de los 3486 cm™ (Sharma et al., 2019). Sin embargo,
en los hidrogeles, estos grupos se encuentran en menor proporcion debido a su protonacién (-NHz*) y

posterior interaccion con los grupos funcionales del polimero P para la formacién de PECs.

Por otro lado, el espectro de P mostré un corrimiento del pico correspondiente a los grupos
éster, ubicado a 1751 cm™ (Zhang et al., 2018). Este desplazamiento puede atribuirse a la formacién
de puentes de hidrégeno o interacciones hidrofébicas dentro de los PECs. Asimismo, en la P, entre
1610 y 1660 cm™, se detectd un pico ancho caracteristico de los grupos &acidos carboxilo (-COOH)
(Neufeld and Bianco-Peled, 2017). En los hidrogeles, los grupos carboxilo cargados negativamente, al
interactuar con los grupos amino del Q, generaron un cambio en esta region, apareciendo un pico mas

estrecho a 1635 cm™.

En el espectro del Q, se observé un pico a 1590 cm™ asociado a las vibraciones de los grupos
amino libres (Osman and Arof, 2003). Este pico no se encuentra en los hidrogeles, ya que los grupos
amino, al estar en solucién acuosa al pH seleccionado, fueron protonados y formaron complejos con
los grupos carboxilato de la P. Como resultado de esta interaccion, los picos tipicos de los grupos
amino protonados (-NH3*), generalmente visibles en las regiones de 1646 cm™y 1555 cm™ (Branca
et al., 2016) no se detectaron o presentaron alteraciones, confirmando asi la formacion de los PECs

en los hidrogeles.

De esta manera, las interacciones entre los polimeros en el hidrogel resultan ser de tipo
electrostatico, caracterizando el entrecruzamiento como un proceso fisico. Este fenémeno es
consistente con los resultados obtenidos en los ensayos de hinchamiento a pH 9,2, donde se observé
la desintegracién de los geles debido a la desprotonacion del Q. Estas interacciones confieren a los

hidrogeles propiedades multi-responsivas (Gucht et al., 2011).

En cuanto a las diferencias entre los espectros con y sin la presencia de NaCl en la
composicién, no se observaron cambios en los picos detectados. Por lo tanto, las interacciones entre

los polimeros predominaron por sobre las interacciones Q-Cl y P-Na.
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Finalmente, se evaluo la cristalinidad de los hidrogeles mediante la técnica de DRX. Como se
muestra en la Figura 3.9, la muestra que contenia NaCl en su composicion (QP-0,15) presento picos
asociados a una mayor cristalinidad en comparacion con QP-0. Estos picos se atribuyen a los planos

cristalinos del NaCl.
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Figura 3.9. Comparacion entre espectros de DRX de los hidrogeles con o sin NaCl.

Este resultado concuerda con las observaciones realizadas mediante SEM, donde los
hidrogeles obtenidos presentan estructuras heterogéneas. En los difractogramas de rayos X, los picos
presentes en los hidrogeles con NaCl y ausentes en el hidrogel sin sal se localizan en los angulos de
27,4°, 31,8° y 45,5°. Segun la bibliografia consultada, estos picos corresponden a la forma cristalina
de NaCl (Bao et al., 2017), en particular, se refieren a los planos (111), (200) y (220) (Kiran Kumar et
al., 2012). La identificacion de cristales de NaCl sugiere que no todo el NaCl afiadido interactu6 con
las cadenas poliméricas, por lo que los cristales también forman parte de la estructura del hidrogel.
Este fenomeno podria atribuirse al proceso de secado de las muestras previo al ensayo.

En solucién acuosa, el NaCl se disocia en iones Na* y CI7, lo que permite interpretar los
resultados obtenidos en las pruebas de hinchamiento de los hidrogeles. Sin embargo, en los patrones
de DRX no se observaron cambios significativos, con excepcién de los picos caracteristicos del NaCl,

lo que indica que las interacciones entre los iones y las cadenas poliméricas no generan alteraciones
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estructurales significativas en el hidrogel. Ademas, ambos hidrogeles presentaron picos de menor
intensidad junto con una zona amorfa, lo que evidencia una estructura semicristalina.

Los resultados obtenidos en este analisis, junto con los del FTIR, permiten inferir que las
interacciones predominantes se establecen entre los polimeros Q y P, mientras que la incorporacion
de NaCl no genera ni modifica las interacciones quimicas entre ellos. No obstante, dado que se observé
que tanto la estabilidad térmica como la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles se vieron
modificadas, resulta pertinente realizar ensayos mecénicos para completar la caracterizacion.

Con el objetivo de evaluar la estabilidad de la red polimérica y el grado de entrecruzamiento,
se llevd a cabo el ensayo de GF. Este parametro, cuya magnitud es directamente proporcional al grado
de entrecruzamiento (Enawgaw et al., 2021), arrojo valores de 74,4% + 0,3% para QP-0y de 58,2% +
1,6% para QP-0,15. Si bien los hidrogeles QP-0,15 presentan un peso mayor que los QP-0, como se
observa en la Tabla 3.1, la GF resultd ser menor. Esto podria atribuirse a una red polimérica mas
flexible o con mayor capacidad de retencion de agua debido a la presencia de sal en su compaosicion.

Este comportamiento concuerda con los valores de potencial zeta, que sugieren una mayor
interaccién entre las soluciones poliméricas de Q y P en QP-0 respecto a QP-0,15. Este fenémeno
puede explicarse a partir del efecto conocido como dopaje de sal, descrito en la literatura (Bediako et
al., 2023), donde los iones presentes en la solucion interactian con los grupos funcionales de las
cadenas poliméricas, reduciendo las interacciones electrostéaticas directas entre los polimeros. Como
consecuencia, la red tridimensional resultante es menos compacta o mas laxa, debido a que los iones
actllan como agentes disruptores de la densidad de interacciones entre las cadenas. De manera
analoga, en los hidrogeles QP-0,15, la presencia de sal genera una red polimérica mas flexible, lo que

explica los valores inferiores de GF obtenidos.

3.5.3 Respuesta mecanica en ensayos de compresion.

En la Figura 3.10 se observa el comportamiento general de las curvas obtenidas, donde los
hidrogeles presentan caracteristicas viscoelasticas y no alcanzan el punto de rotura. Esto puede
atribuirse a los parametros estructurales evaluados o a la elevada capacidad de deformacién que
caracteriza a estos materiales. Esto se debe a su estructura interna, compuesta por una red polimérica
flexible y un alto contenido de agua, lo que les permite absorber y distribuir las tensiones aplicadas

(Gonzalez and Alvarez, 2014).
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Figura 3.10. Ejemplo de curvas esfuerzo-deformacion obtenidas en el ensayo de compresién de hidrogeles QP
con o sin NacCl.

En los hidrogeles, al igual que en otros materiales, no resulta apropiado comparar el médulo
elastico obtenido en compresién con el obtenido en traccién, dado que pueden registrarse variaciones
de hasta dos érdenes de magnitud; este fendmeno es conocido como asimetria traccion-compresion
(Drozdov and Christiansen, 2020). En este estudio, los ensayos se realizaron bajo compresion, y los
resultados indican que la deformacién maxima alcanzada al finalizar el ensayo fue similar para los
hidrogeles con y sin NaCl en su composicion, hinchados tanto en pH 4 como en SF. Los resultados se

presentan en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. Resultados del ensayo de compresién para los hidrogeles QP-0 y QP-0,15 hinchados en distintas
condiciones.

Se determind que la deformacion maxima de los hidrogeles fue mayor cuando se encontraban
hinchados a pH 4 en comparacion con los hinchados en SF, bajo el mismo nivel de esfuerzo aplicado.
Ademas, el médulo de compresién promedio resulté mayor en los hidrogeles QP-0 y, en todos los
casos, los valores promedio del médulo fueron inferiores cuando los hidrogeles fueron hinchados a pH
4 en comparacion con los hinchados en SF. Esto sugiere que sumergir los hidrogeles en SF aumenta
su rigidez, lo cual resulta favorable considerando que la SF simula el ambiente biol6gico en el cual los
hidrogeles serian empleados. Aunque se reportan valores promedio de los médulos de compresion, es
importante destacar que los errores entre réplicas son elevados debido a las caracteristicas
viscoelasticas inherentes de los materiales y a la posible pérdida de agua bajo compresion (Calvert,
2009; Oyen, 2014).

Por otro lado, el médulo de compresion de la piel humana varia segun diversos factores.
Estudios previos en los que se desarrollaron plataformas multicapa de epidermis y dermis in vitro han
reportado valores promedio de mddulo de compresion de alrededor de 20,0 + 0,9 kPa, dentro del rango
mas amplio reportado en la literatura, que puede variar de 7 a 344 kPa dependiendo de la edad, la
region anatémica y el grado de hidratacion de la piel (Brocklehurst et al., 2023). En este trabajo, los
moédulos obtenidos para los hidrogeles resultaron comparables con los reportados para la piel, lo cual

constituye un resultado promisorio.
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Los resultados obtenidos indican que la incorporacion de NaCl no produjo variaciones
significativas en los modulos bajo distintas condiciones de hinchamiento, ya que los valores registrados
se encuentran dentro del rango de error experimental. Por Ultimo, los médulos determinados para los
hidrogeles estan en el orden de los valores reportados para la piel humana, pero pueden mejorarse
mediante la incorporacion de refuerzos. Entre estos, los nanohilos de celulosa representan una
alternativa prometedora, y su efecto sobre las propiedades mecanicas y reoldgicas se analiza en

detalle en el Capitulo 4.

3.5.4 Evaluacion de funcionalidad: Tasa de transmision de vapor de agua.

Se reconoce que mantener un ambiente humedo en la herida favorece el proceso de
cicatrizacion, ya que permite preservar las células funcionales en el area afectada (Madden and Stark,
2019). Valores elevados de la WVTR pueden ocasionar deshidratacion, mientras que valores bajos
pueden llevar a la acumulacion de exudado (Xu et al., 2016). Por lo tanto, un valor intermedio resulta
Optimo para los apésitos destinados al tratamiento de heridas.

En el caso de la piel normal, el WVTR se encuentra alrededor de 204 g/(m2-dia). Para piel
lesionada, los valores varian dependiendo del tipo de herida, desde 279,1 g/(m?-dia) en quemaduras
de primer grado hasta 5137,9 g/(m2-dia) en heridas granulares (Ujang et al., 2014). Ademas, existe
una correlacion entre la profundidad de las heridas y el WVTR, siendo mayor en heridas méas profundas
en comparaciéon con aquellas mas superficiales (Nuutila and Eriksson, 2021). Estos valores también
estan influenciados por las condiciones en las que se realiza el ensayo, como la temperatura y la
humedad relativa del medio (Lin et al., 2009).

Existen diversos métodos para medir esta propiedad, los cuales pueden incluir el uso de un
agente deshidratante con humedades relativas bajas o con agua y humedades relativas altas (Nuutila
and Eriksson, 2021). Dichos métodos estan descritos en la norma ASTM E96-00el (ASTM
International, 2017).

En este trabajo, el objetivo fue simular un entorno humedo para evaluar el comportamiento de
los hidrogeles. Los valores de WVTR obtenidos fueron de 561,6 + 21,6 g/(m2-dia) para el hidrogel QP-
0y 415,2 + 81,6 g/(m?-dia) para el hidrogel QP-0,15. Estos resultados sugieren que los hidrogeles,

debido a sus valores relativamente bajos de WVTR, permiten mantener la humedad en la zona de la

Micaela Ferrante 70



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apdsitos para heridas”

herida. Por lo tanto, podrian ser adecuados para el tratamiento de quemaduras de primer grado o
guemaduras superficiales de segundo grado.

Cabe sefialar que, dado que no todos los estudios reportan el método empleado para medir el
WVTR, resulta complejo establecer comparaciones directas entre diferentes reportes. Las heridas de
primer grado, en las que los hidrogeles podrian ser Utiles, afectan Unicamente la epidermis, la capa
mas superficial de la piel. Entre los sintomas mas comunes de estas heridas se encuentran el eritema
y la sequedad (Hussain et al., 2022), problemas frente a los cuales los hidrogeles ofrecen beneficios
gracias a su capacidad hidratante y, en este caso, a las propiedades antiinflamatorias conferidas por
la P. En el caso de heridas de segundo grado, el riesgo de infeccién constituye un desafio. Por ello, es
fundamental que los hidrogeles destinados a este tipo de heridas cuenten, ademas, con propiedades

antimicrobianas que ayuden a prevenir infecciones.

3.5.5 Actividad antibacteriana.

3.5.5.1 Medicién del halo de inhibicion.

La relevancia de esta prueba radica en la aplicaciéon de los hidrogeles como apdsitos para
heridas, dado que las infecciones bacterianas son una causa comun de complicaciones en el proceso
de cicatrizacién (Francesko et al., 2019). Inicialmente, se evalud la carga microbiana presente en los
hidrogeles, sin observar crecimiento de microorganismos. Este resultado es favorable, ya que, aunque
los materiales no fueron sintetizados en condiciones de esterilidad, no presentaron una carga
microbiana observable.

Es sabido que microorganismos como S. aureus y Streptococcus pyogenes (Gram-positivas)
estin asociados con las etapas iniciales de la infeccion, mientras que E. coli y Pseudomonas
aeruginosa (Gram-negativas) son frecuentes en heridas crénicas (Simdes et al., 2018). En este ensayo,
se evalud la actividad antimicrobiana de los hidrogeles mediante la mediciéon del halo de inhibicién
frente a E. coliy S. aureus. Los resultados, representados en la Figura 3.12, evidenciaron sensibilidad

de ambos microorganismos a los hidrogeles.
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Figura 3.12. Actividad antibacteriana de los hidrogeles. Halo y pseudohalo de hidrogeles QP-0 en respuesta a E.
coli (a) y S. aureus (c) e hidrogel QP-0,15 en respuesta a E. coli (b) o S. aureus (d).

Se observaron dos halos de inhibicion: Uno completo, por ausencia total de crecimiento
bacteriano, y uno parcial (pseudohalo). El didmetro de los halos vari6 segin la muestra y el
microorganismo analizado. Contra E. coli, se evidencié un aumento en la inhibicién al incorporar NaCl,
un efecto que no se replico en S. aureus. Esto sugiere que el NaCl podria poseer actividad
antimicrobiana, especialmente sobre E. coli (Sofos, 1984).

Un estudio previo realizado por Nakayama et al. (Nakayama et al., 2012) analiz6 el efecto del
NacCl al 4% sobre la viabilidad celular de S. aureus NBRC 13276 y E. coli O157:H7. No se encontraron
diferencias significativas en la viabilidad de S. aureus entre medios con y sin NaCl. Sin embargo, en el
caso de E. coli, se evidencié una reduccion significativa en el recuento de UFC en medios selectivos
con NaCl, lo que confirma su efecto antimicrobiano. Esta diferencia puede atribuirse a las
caracteristicas de tolerancia a la salinidad, mientras que E. coli es no-haldfilo, S. aureus es haldfilo
moderado, lo que le permite sobrevivir en condiciones de mayor salinidad, aunque con un crecimiento
potencialmente mas lento (OmotoyinboO, 2017).

De todas formas, la actividad antimicrobiana se atribuye también a los polimeros Py Q. ElI Q
ha demostrado capacidad para reducir el crecimiento y la multiplicaciéon en E. coli y S. aureus; su
actividad depende del grado de acetilacién, el peso molecular (Goy et al., 2009) y el pH del medio (Qin
et al.,, 2006). Ademas, la P tiene un efecto bactericida sobre los microorganismos patdgenos y

oportunistas mas ampliamente distribuidos (Men’shikov et al., 1997).

3.5.6 Ensayo preliminar In vivo.

De las ratas utilizadas, solo una logré6 mantener el apoésito en su lugar durante 4 dias
consecutivos desde el inicio del experimento. Las demas ratas, de alguna manera, desprendieron los

apositos. Aunque se intentaron mejorar las estrategias de sujecién y se volvieron a colocar los
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hidrogeles, los resultados obtenidos de esas ratas podrian no ser completamente fiables. Por este
motivo, se decidié analizar Unicamente los datos de la rata que mantuvo los hidrogeles correctamente
durante los 4 dias del ensayo.

Como resultado, el cierre del lecho de la herida fue del 11,7% en el grupo control (con gasa de
furacinada), del 22,3% para QP-0 y del 25,4% para el hidrogel QP-0,15. Estos valores fueron medidos
al dia 4 después de la lesion. La Figura 3.13 presenta imagenes representativas del cierre del lecho

de la herida para cada tratamiento.

Figura 3.13. Prueba in vivo de cicatrizacion de heridas del tratamiento con hidrogel en el dia cuatro después de
la lesion. a'y b son grupos de control en el dia 0 y el dia 4, respectivamente. Tratamiento con hidrogel QP-0 (c y
d) e hidrogel QP-0,15 (e y f).

El dia 19 del analisis, las heridas de todos los grupos estaban completamente cerradas.
Aunque estos resultados son preliminares, sugieren que los hidrogeles QP-0 y QP-0,15 favorecen la
contraccion y proliferacion tisular en las heridas en comparacion con el grupo control. Igualmente, es
importante sefialar que estos resultados deben ser analizados con mayor profundidad en futuros
ensayos que incluyan un mayor niUmero de ratas para garantizar una mayor validez estadistica y

reproducibilidad.

3.6 Incorporacion de un compuesto activo: Lidocaina.

La lidocaina (LD) es una droga conocida por su accion calmante y anestésica, utilizada
cominmente para aliviar el dolor en heridas. Se sabe que puede aumentar la vasodilatacion y la

perfusion sanguinea durante el proceso de curacion (Eroglu et al., 2001; Weinschenk et al., 2017).
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Hasta la fecha, no se han encontrado estudios en los que se haya evaluado la liberacién de lidocaina
en CoPECs QP, por lo que se considera novedoso investigar su incorporacion a estos hidrogeles y
determinar si son capaces de liberar este compuesto activo a lo largo del tiempo. La liberacion de LD
por parte de los hidrogeles es de gran importancia, ya que podria otorgarles propiedades calmantes
frente al dolor. Para determinar el patron de liberacién de este agente, en primer lugar, se analiz6 cémo
se incorpora la LD en los geles, la efectividad del procedimiento de sintesis y el porcentaje de LD
retenido en el hidrogel. Posteriormente, la liberacién se evalué bajo condiciones que simulan el

ambiente fisioldgico.

3.6.1 Sintesis de los hidrogeles QP con lidocaina.

Se utilizé LD viscosa al 2% p/p de Denver Farma. Para preparar los hidrogeles, se mezclaron
6 ml de solucién de LD con 54 ml de buffer, lo que resultdé en una concentracién de 2 mg/ml (0,2% p/p)
de lidocaina en los hidrogeles. La mezcla se agité durante unos minutos para homogeneizar la
solucién, y luego se incorporaron los polimeros y la sal. Se eligié una concentracion de 2 mg/ml de LD,
considerando que es un valor relativamente bajo, lo que se espera que no afecte la citotoxicidad celular,

pero si permita evaluar la cinética de liberacion del compuesto.

3.6.2 Evaluacion de la encapsulacion del compuesto activo.

La capacidad de encapsulamiento de LD en el hidrogel fue del 75%, con 45 mg de LD retenidos
en el material. Posteriormente, se realizaron réplicas de los hidrogeles obtenidos para evaluar la

liberacion de LD.

3.6.3 Liberacion de lidocaina.

La Figura 3.14 muestra el porcentaje de liberacion de LD en diferentes tiempos.
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Figura 3.14. Curva de liberacion de LD de los hidrogeles a 37 °C en SF.

Los resultados indican que la incorporacién de NaCl en el hidrogel (QP-0,15) parece influir en
su capacidad de liberacién de LD. La liberacion maxima de LD se observé en QP-0,15 después de 25
horas (1500 minutos), mientras que en QP-0 ocurri6 alrededor de las 8 horas (480 minutos). Ademas,
el porcentaje de liberacion alcanzado por QP-0,15 fue significativamente mayor que el de QP-0 (100%
frente a 30%, respectivamente). Estos resultados podrian estar relacionados con el tamafio y la
distribucion de la porosidad de los hidrogeles, asi como con la retencion de LD dentro de sus poros.

La adicién de NacCl ha sido reportada como un factor que aumenta la tasa de liberacion de LD
(Jimenez-Kairuz et al., 2002). Esto puede explicarse por el intercambio iénico entre los iones Na* y la
LD con los polianiones presentes en el hidrogel. Ademas, la presién osmoética cambia a lo largo del
experimento debido a la difusién de NaCl fuera del hidrogel, lo que podria favorecer una liberacién méas
completa de LD.

Este comportamiento también puede estar relacionado con los resultados de hinchamiento a
37 °C en SF (seccién 3.5.1), donde se observo que QP-0,15 desorbia mas que QP-0. La presencia de
NaCl modifica la permeabilidad del material, favoreciendo la liberacién del farmaco (Buriuli and Verma,
2017).

La importancia de este experimento radica en demostrar que es posible incorporar LD en los

hidrogeles, liberar el farmaco y mantener su liberacion durante un periodo prolongado. Esto permitiria
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que los hidrogeles actden como apésitos calmantes para heridas, gracias al efecto anestésico local de
la LD. Ademas, los resultados evidencian que la adicion de NacCl juega un papel clave en lograr una
liberacién sostenida de LD a lo largo del tiempo. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para

confirmar el efecto calmante y determinar la concentracion 6ptima de LD.

3.6.4 Evaluacion de la biocompatibilidad celular.

Este ensayo permitid evaluar el efecto de la liberacién de sustancias provenientes de los
hidrogeles en el medio donde se encuentran las células, determinando si la liberacion de LD o de NaCl

afecta la viabilidad celular. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 3.15.
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Figura 3.15. Resultados de viabilidad celular (%) para los hidrogeles QP-0 y QP-0,15 con o sin LD con sus
respectivos errores.

Se observo que la viabilidad celular disminuyé a los dias 2 y 4 en todos los casos analizados.
No obstante, a los 7 dias de incubacién, la viabilidad celular aumentdé nuevamente, lo cual podria
atribuirse a la recuperacién de las células que continuaron su replicacion y/o a que la liberacién de
sustancias del hidrogel al medio finalizo.

La presencia de NaCl en los hidrogeles mostré un impacto mayor en la viabilidad celular en
comparacion con aquellos sin NaCl, evidenciandose valores significativamente menores,

especialmente en el dia 4. Por otro lado, la incorporacion de LD en los hidrogeles QP-0,15 parecié
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mejorar la citocompatibilidad, ya que se obtuvieron valores correspondientes a un comportamiento no
citotoxico en los dias 1y 7. Asimismo, se registr6 un incremento en el porcentaje de viabilidad celular

enlosdias 2y 4.

3.7 Aplicacion de los hidrogeles.

Se llevé a cabo un analisis para evaluar posibles métodos de aplicacion de los hidrogeles, en
colaboracién con estudiantes del Proyecto Final de Disefio Industrial de la Facultad de Arquitectura,
Disefio y Urbanismo (FADU) de la Universidad de Buenos Aires (UBA).

Tal como se muestra en la Figura 3.16, se determiné que el método mas adecuado para la
venta y aplicacion de los hidrogeles QP con principios activos, como la lidocaina, consiste en su
empaguetamiento en fresco, utilizando hidrogeles prensados junto con una SF adicional para evitar su
desecacion. Ademas, se disefié un material adhesivo integrado que permite fijar el hidrogel a la piel,

asegurando una correcta aplicacion y funcionalidad.

CURAT!NA

Kit para heridas en situacion de emergencia
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/
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Figura 3.16. Presentacion de la versién comercial del hidrogel a modo de parche para su uso en apdsitos,
junto con un adhesivo para que quede sujeto en la piel a la hora de su aplicacién. Idea desarrollada por
las alumnas Estevez y Thames de la UBA.

Por otro lado, las fases de produccidn y distribucion estan detalladas en la Figura 3.17.
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Légica y distribucion

Figura 3.17. Modelo de produccion y logistica para los hidrogeles como apésitos. Idea desarrollada por las
alumnas Estevez y Thames de la UBA.

La estrategia de venta se enfoca en la caracteristica de biodegradabilidad del material, junto

con su alta duracion y los beneficios de aplicar un material como este en apésitos.

3.8 Conclusiones del capitulo.

Se lograron formular con éxito todos los hidrogeles a pH 4, 4,5y 5, variando la concentracion
polimérica y de NaCl. Los hidrogeles presentaron diferencias en peso y textura, siendo los formulados
a pH 4 los que mostraron un mayor hinchamiento y capacidad de deshincharse dependiente del medio.
Considerando estas propiedades y sus caracteristicas macroscopicas, se seleccionaron seis
hidrogeles formulados a pH 4 para continuar con los analisis.

La adicién de NaCl produjo variaciones en la descomposicién térmica y en la morfologia
observada SEM. En esta etapa, se seleccionaron los hidrogeles formulados a pH 4 con una
concentracion polimérica de 5 mg/ml y con 0 o 0,15 M de NaCl (QP-0 y QP-0,15, respectivamente)
para profundizar en su caracterizacion.

Los ensayos de hinchamiento demostraron que los hidrogeles se expandieron en solucion a
pH 4, independientemente de la presencia de NaCl, y se deshincharon en SF a 37 °C. En cambio, a
pH 9,2 los hidrogeles se desintegraron. El analisis por FTIR confirmé la presencia de interacciones

electrostaticas caracteristicas de los PECs, mientras que los espectros obtenidos por DRX
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evidenciaron la presencia de NaCl a través de picos adicionales especificos, sin alterar la organizacion
cristalina de los polimeros principales.

Desde el punto de vista mecanico, los hidrogeles evaluados presentaron un comportamiento
viscoelastico en los ensayos de compresion, sin alcanzar el punto de ruptura, lo que refleja su elevada
capacidad de deformacién y las caracteristicas estructurales inherentes al material. Los valores de
modulo de compresién obtenidos se encuentran dentro del orden de magnitud reportado para la piel
humana (=20 kPa). Cabe destacar que no se detectaron diferencias significativas en los valores de
mddulo entre los hidrogeles con y sin NaCl, lo que indica que la adicibn de sal no afecta
sustancialmente las propiedades mecanicas en compresién. Sin embargo, los médulos de compresién
obtenidos presentan una variabilidad considerable entre réplicas, atribuible a la naturaleza
viscoelastica de los hidrogeles y la posible pérdida de agua durante los ensayos.

En los ensayos especificos de aplicacion, el analisis de GF indicé una mayor interaccion entre
las soluciones de Q y P en los hidrogeles sin NaCl en comparacién con los de QP-0,15. El ensayo de
WVTR sugirié que los hidrogeles podrian ser Gtiles como apésitos para quemaduras de primer grado.
Ademas, se confirmé que los hidrogeles presentaron actividad antibacteriana atribuida al Q.

En cuanto a la viabilidad celular, los hidrogeles con NaCl mostraron una menor viabilidad en
comparacion con aquellos sin NaCl. Por otro lado, se logré incorporar exitosamente LD en los
hidrogeles y obtener una curva de liberacion del farmaco. Esto sugiere que estos hidrogeles podrian
considerarse como plataformas potenciales para la liberacién de farmacos en heridas. Asimismo, la
incorporacion de LD parece mejorar la citocompatibilidad de los hidrogeles.

Finalmente, en cuanto a su aplicacién, se concluy6 que la forma mas adecuada de empleo
consiste en conservar los hidrogeles en fresco, modificando previamente el pH y almacenandolos en

agua destilada a temperatura ambiente.
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Capitulo 4.

Nanocompuestos de quitosano y
pectina.

Nanoparticulas de piata Nanohilos de celulosa
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4.1 Introduccioén al Capitulo 4.

En el capitulo previo se describieron las estrategias de formulacion y caracterizacion de
hidrogeles compuestos por quitosano y pectina (QP). En este capitulo, se emplearon las formulaciones
Optimas obtenidas para evaluar la capacidad de incorporacién de nanoparticulas en los hidrogeles,
explorando distintos métodos y proporciones de adicion. El objetivo principal consistié en desarrollar
materiales compuestos con propiedades especificas mejoradas para su potencial aplicacion como
apositos. En este contexto, se decidio funcionalizar los hidrogeles de QP mediante la incorporacion de
refuerzos, especificamente nanoparticulas de plata (AgNPs) y nanohilos de celulosa (CNWSs).

Asimismo, se llevaron a cabo ensayos especificos para profundizar en el conocimiento de las
propiedades de estos materiales y determinar si la incorporacion de nanoparticulas genera beneficios

significativos que potencien su uso en futuras aplicaciones biomédicas.

4.2 Utilizacion de nanoparticulas de plata.

Las AgNPs se incorporaron en los hidrogeles debido a su reconocida capacidad
antimicrobiana, ya que son eficaces frente a bacterias resistentes a multiples antibiéticos e inhiben la
formacién de biofilms (Pangli et al., 2021). Ademéas, cuando son empleadas en concentraciones
adecuadas, presentan buena biocompatibilidad (Murali Mohan et al., 2010).

Se ha reportado que el tamafio de las AgNPs influye significativamente en su actividad
antimicrobiana y en su interaccion con la matriz polimérica. Un menor tamafio de particula incrementa
el area de contacto y, con ello, la actividad antimicrobiana. Sin embargo, particulas extremadamente
pequefias pueden difundir fuera de la matriz, mientras que un mayor tamafio reduce esta difusion,
facilitando su retencién (Murali Mohan et al., 2007). Por lo tanto, el tamafio 6ptimo de las AgNPs
dependera del objetivo especifico de la aplicacion.

En cuanto a la citotoxicidad, se ha documentado que nanoparticulas con tamafios inferiores a
100 nm pueden generar una mayor toxicidad celular (Kim et al., 2012; Miethling-Graff et al., 2014). Sin
embargo, también se ha observado que las nanoparticulas de menor tamafio tienden a formar
agregados, lo que podria afectar sus propiedades funcionales. Por este motivo, resulta esencial
caracterizar el tamafio de las nanoparticulas incorporadas. Idealmente, su tamafio deberia ser inferior

a 100 nm para maximizar la actividad antimicrobiana, pero se debe considerar su tendencia a formar
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agregados y la necesidad de determinar concentraciones adecuadas que no afecten significativamente
la viabilidad celular en el tejido de la herida (Ambrozova et al., 2017; Pang et al., 2020).

La incorporacién de AgNPs en los hidrogeles de QP se justificé principalmente por el efecto
sinérgico conocido entre el Q y las nanoparticulas, lo que refuerza la actividad antibacteriana (NeSovi¢
and Miskovi¢-Stankovi¢, 2020). Aunque en el Capitulo 3, seccion 3.5.5, ya se abordé la actividad
antibacteriana de los hidrogeles QP, se espera que la adicién de AgNPs incremente significativamente

este efecto, optimizando el desempefio del material como apésito.

4.2.1 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas.

Tal como se indicé en el apartado de Materiales y Métodos (Capitulo 2, seccion 2.4.1), las
AgNPs utilizadas fueron proporcionadas por el grupo del INBIOTEC. Estas particulas fueron
sintetizadas a partir del hongo Trichoderma harzianum y presentaron un radio hidrodinamico promedio
de 266,3 + 91,3 nm, determinado mediante dispersion de luz dindmica, mostrando un pefrfil
monodisperso. La cristalinidad de las nanoparticulas fue confirmada mediante DRX. Asimismo, las
micrografias obtenidas por microscopia electronica de transmisién (TEM) revelaron particulas esféricas

con un diametro promedio de 19 + 6 nm (Figura 4.1a).

; Ag

[~ Sorm | |
Figura 4.1. Caracterizacion de las AgNPs mediante TEM (a) y analisis de espectroscopia dispersiva de rayos X
(EDS) (b).

El analisis de composicién atémica, llevado a cabo por espectroscopia dispersiva de rayos X
(EDS), indic6 que mas del 11% de la composicion corresponde a plata (Ag), mientras que mas del 75%

se atribuye al cobre (Cu), debido al material de la grilla utilizada en las mediciones (Figura 4.1b). En
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cuanto a las propiedades térmicas, se observé una degradacion del 8% entre 300 y 400 °C, asociada
a la descomposicion de compuestos bioorganicos presentes en la matriz de las nanoparticulas

(Ferrante et al., 2025; Consolo et al., 2020).

4.2.2 Incorporacion de las nanoparticulas de plata en los hidrogeles QP.

Los hidrogeles compuestos, obtenidos tras la incorporacion de AgNPs en la matriz polimérica
de QP, presentaron una coloracién homogénea que variaba entre gris y negro, dependiendo del tipo

de hidrogel (Figura 4.2).

=

QPOAGNPs  QP-0,15-AgNPs

o L
Figura 4.2. Ejemplo de hidrogeles de QP con 1% AgNPs, con o sin 0,15 M NacCl.

o P

La uniformidad en la coloracién sugiere una adecuada compatibilidad entre los materiales. Las
AgNPs fueron incorporadas de manera homogénea en ambas soluciones precursoras con los
polimeros, garantizando una distribucién uniforme dentro de la matriz hidrogel gracias a la agitacion
constante durante el proceso de mezclado y la formacion de los PECs. No se detectaron cambios
significativos en la textura ni en el tamafio de los hidrogeles compuestos respecto a los hidrogeles sin
nanoparticulas.

La presencia de NaCl en las formulaciones tuvo un impacto visual en la coloracion de los
hidrogeles, ya que aquellos que contenian 0,15 M de NaCl y AgNPs exhibieron un tono mas claro en
comparacion con los hidrogeles que Unicamente incorporaban AgNPs.

La capacidad de los hidrogeles QP para retener las AgNPs fue evaluada mediante ensayos de
hinchamiento y andlisis espectroscopico. Los hidrogeles compuestos con 1% p/p de AgNPs fueron
prensados, cortados en discos de 4 mm de didmetro y sumergidos en agua grado HPLC. Tras una

hora de inmersién, se registré un porcentaje de hinchamiento de 52,4 + 6,6%. Posteriormente, el agua
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remanente fue analizada mediante espectroscopia UV-Visible en el rango de 200 a 600 nm, utilizando
como referencia la solucion de hinchamiento de un hidrogel sin nanoparticulas.

No se detectaron picos caracteristicos de las AgNPs en el espectro UV-Vis, particularmente
en la regién de 418 nm, donde las nanoparticulas generan un plasmén de resonancia. El mismo
resultado se obtuvo tras extender el tiempo de hinchamiento a 24 horas, tanto a temperatura ambiente
como a 37 °C. Estos resultados indican que las nanoparticulas de plata permanecen retenidas en la
matriz polimérica y no se liberan al medio liquido en las condiciones evaluadas.

Se realiz6 TGA con el objetivo de determinar si las propiedades térmicas del hidrogel se

modificaron debido a la adicién de AgNPs. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Resultado de TGA de los hidrogeles compuestos con AgNPs, con las curvas de masa residual
(lineas sdlidas) y de la DTGA (lineas discontinuas) en funcion de la temperatura.

Las temperaturas de degradacion de los hidrogeles disminuyeron con la incorporacion de las
nanoparticulas. En el caso de QP-0-AgNPs, la temperatura de degradacion fue de 196,3 °C, en
comparacion con 205,5 °C en ausencia de nanoparticulas. Por su parte, para QP-0,15-AgNPs, se
registré una temperatura de degradacion de 191,9 °C, frente a 193,6 °C en los hidrogeles sin particulas.
Estos resultados evidenciaron una reduccion de 9,2 °C en QP-0y de 1,7 °C en QP-0,15. La disminucién

de la Tmax Obtenida en los hidrogeles con incorporacion de AgNPs demuestra la existencia de
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interacciones entre las nanoparticulas y la red polimérica. Estas interacciones afectan la estabilidad
térmica de la matriz, lo que sugiere modificaciones en la organizacién estructural del hidrogel.

En relacion con el patrén de pérdida de masa en funcion de la temperatura, se observo que la
Tmax permanecio dentro del rango registrado para los hidrogeles sin nanoparticulas. Sin embargo, se
identificod un pico adicional entre los 400 y 500 °C, similar a lo descripto en el Capitulo 3 (seccién 3.3.4).
Posteriormente, se realizaron ensayos adicionales orientados a evaluar la futura aplicacion del

material.

4.2.3 Evaluacion antibacteriana de los nanocompuestos.

El ensayo antibacteriano se llevé a cabo utilizando hidrogeles con una concentracion de AgNPs
del 1 % p/p. No se evidenciaron diferencias significativas en los resultados iniciales, por lo que se
evaluaron hidrogeles con una concentracion mayor, del 3 % p/p de particulas respecto a la masa de
polimeros. Los resultados obtenidos para los halos de inhibicién con esta concentracion se presentan

en la Figura 4.4.

Figura 4.4. Comparacion entre los halos de inhibicion obtenidos contra E. coli (ay b) y S. aureus (c y d) para los
hidrogeles QP sin NPs (ay c) o con AgNPs (b y d).

De acuerdo con la bibliografia, las concentraciones de AgNPs utilizadas para evitar
citotoxicidad celular varian entre 1y 100 ug/mL. Este rango es dependiente no solo de la concentracion,
sino también del tamafio de las nanoparticulas (Pangli et al., 2021). En el caso de los hidrogeles
evaluados, una concentracion de 100 ug/mL equivale aproximadamente al 1 % p/p de AgNPs. Cabe
destacar que los efectos antimicrobianos de las nanoparticulas, al igual que sucede con los antibidticos
u otros compuestos, dependen de las condiciones de sintesis del hidrogel y de las caracteristicas de

la matriz polimérica. Las nanoparticulas pueden quedar atrapadas en los poros del hidrogel o
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reaccionar quimicamente con los grupos funcionales de los polimeros, lo que afecta su actividad
antimicrobiana (Murali Mohan et al., 2010).

En funcién de estos antecedentes, se procedié a evaluar la actividad antibacteriana de los
hidrogeles formulados con un 3 % p/p de AgNPs. Los resultados de los diametros de los halos de

inhibicién se consignan en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Medida de los halos y pseudohalos de inhibicion (mm) en hidrogeles QP-0 con y sin AgNPs.

Sin nanoparticulas | AgNPs 3%

E. coli 8y 10 mm 10y 12 mm

S. aureus 7y 15 mm 10y 15 mm

Sorprendentemente, no se observé una diferencia significativa entre los geles sin AgNPs y
aquellos que incorporaron estas nanoparticulas. En este caso, se atribuye la mayor actividad
antimicrobiana a los polimeros Q y P, en lugar de a las nanoparticulas de plata. Considerando que las
demas propiedades analizadas de los hidrogeles con AgQNPs no mostraron mejoras sustanciales, se
concluy6 que su adicién no resulta beneficiosa para este tipo de materiales. Por este motivo, se

descart6 continuar con el desarrollo de hidrogeles compuestos con AgNPs.

4.3 Refuerzos de nanohilos de celulosa.

El principal objetivo de la incorporacién de CNWs fue mejorar propiedades especificas de los
hidrogeles relacionadas con su potencial aplicacion como apdsitos para heridas, particularmente las
propiedades mecanicas (Gonzalez et al., 2014). Las mejoras en este aspecto son relevantes debido a
gue una de las principales limitaciones de los hidrogeles radica en su baja resistencia mecanica (Haq
et al., 2017). En la literatura, existe una cantidad limitada de estudios que analicen las propiedades
mecéanicas de materiales blandos como los hidrogeles, especialmente en aquellos basados PECs. Por
ejemplo, da Costa et al. (da Costa et al., 2016) evaluaron propiedades de compresién en hidrogeles
reforzados con arcilla, mientras que otros autores realizaron ensayos de traccidon en sistemas que
combinan Q y P (Martins et al., 2018b; Quadrado and Fajardo, 2022). Sin embargo, hasta la fecha no

se encontraron estudios que analicen las propiedades mecéanicas de CoPECs con incorporacion de
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CNWs y/o NaCl. Asimismo, los ensayos de nanoindentacion y las evaluaciones reoldgicas de sistemas
basados en Q y P son escasos.

En este contexto, se optd por sintetizar CNWs mediante un método ecoamigable, incorporarlos
a los hidrogeles utilizando diferentes rutas de sintesis, identificar el método mas eficiente, determinar
el porcentaje 6ptimo de CNWs a adicionar y caracterizar los materiales obtenidos.

En primera instancia, se sintetizaron los CNWSs siguiendo el procedimiento descrito en el
Capitulo 2, seccion 2.4.2, y se llevaron a cabo ensayos de caracterizacion de los nanohilos obtenidos.
Posteriormente, se prepararon los hidrogeles compuestos, se optimiz6 la ruta de incorporacion y el
porcentaje de CNWSs, y se realizaron ensayos mecdanicos y de caracterizacion para evaluar si cumplian

con los objetivos propuestos.

4.3.1 Ensayos de caracterizacion de los nanohilos.

4.3.1.1 Determinacion del tamafio de los nanohilos de celulosa.

Las propiedades mecanicas que los CNWs pueden aportar a los hidrogeles estan directamente
relacionadas con sus dimensiones. Estas dimensiones dependen tanto de la fuente inicial de celulosa
como de las condiciones de procesamiento, como tiempo, temperatura y tratamiento ultrasénico

(Eichhorn, 2011). Para determinar el tamafio de los CNWSs, se realizaron ensayos de SEM.

En las imagenes obtenidas mediante SEM (Figura 4.5a), se observaron agregados de
nanocelulosa, los cuales presentaron un tamafio aproximado de 7,2 = 2,2 um de largo por 1,7 £ 0,6 um
de ancho. Estas medidas se obtuvieron a partir del andlisis de 16 imagenes cuyas dimensiones fueron

procesadas utilizando el software ImageJ.
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Figura 4.5. Micrografia de SEM de un agregado de CNWs (a) y resultado de AFM mostrando la longitud de los
CNWs (b).

La formacidn de estos aglomerados puede estar asociada al procedimiento de preparacion de
la muestra para la visualizacién en SEM, en el cual, durante el proceso de secado, los nanohilos
pueden haber experimentado una aglomeracién (Borsoi et al.,, 2016). Dado que este método no
permitié una observacién precisa de los tamafios individuales de los nanohilos, se recurrié a la técnica

de AFM.

El ensayo realizado mediante AFM, cuyos resultados se presentan en la Figura 4.5b, permitié
observar tanto hilos individuales como algunos aglomerados. Las dimensiones promedio de los CNWSs,
obtenidas a partir de cuatro nanohilos representativos mostrados en la Figura 4.5b, fueron de 367,5 +
182,8 nm de largo y 20,3 + 7,3 nm de ancho. En la literatura, se reporta que las dimensiones tipicas
de los CNWs varian entre 5-10 nm de ancho y 100-300 nm de largo (Dash et al., 2013). Ademas, se

confirmo que la morfologia de los CNWs corresponde a la de nanohilos.

4.3.1.2 Evaluacion fisico-quimica de los nanohilos.

La Figura 4.6 muestra el espectro de FTIR de los CNWs.
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Figura 4.6. Espectro de FTIR para los CNWs, con la longitud de onda de los grupos funcionales destacada.

En la Figura 4.6 se observan los picos caracteristicos de los CNWs. La sefial a 3330 cm™
indica la presencia de grupos -OH, lo que sugiere interacciones por puente de hidrégeno en la
estructura de los nanohilos (Ehman, 2019). Los picos a 1650 cm™ corresponden a grupos -OH
provenientes de moléculas de agua atrapadas en la estructura, las cuales no pudieron ser eliminadas
completamente durante la preparacion de la muestra (Zain, 2014). En la region de 1030-1050 y 1160
cm™ se encuentran los picos asociados con enlaces [B-1,4-glucosidicos (C-O) y grupos C-O-C,
respectivamente, lo cual confirma la estructura y conectividad de la celulosa (Huang et al., 2017; Mat
Zain, 2014). Ademas, la sefial a 2900 cm™ corresponde al estiramiento C-H proveniente de los anillos
de glucosa (Dai et al., 2018).

En el espectro de DRX de los CNWs y MCC, obtenido en la Figura 4.7, se observan picos
similares, aunque con intensidades diferentes. Los picos aparecen a los angulos 28 = 16°, 22,6° y

34,5°, correspondientes a los planos (110), (200) y (004) de la celulosa-I (Bajpai et al., 2013; Rashid

and Dultta, 2020).
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Figura 4.7. Espectro obtenido del ensayo de DRX realizado en muestras de CNWs y MCC.

4.3.2 Métodos de incorporacion de los nanohilos a los hidrogeles.

Una vez caracterizados los CNWSs, se procedié a su incorporacién a los hidrogeles mediante
dos métodos diferentes, descritos en la seccidén 2.4.2 del Capitulo 2. Los métodos considerados fueron:
la incorporacién de los CNWs antes de la formacién de la red polimérica, y la incorporacion posterior
mediante el hinchamiento del hidrogel ya formado en una solucién que contenia CNWSs.

Para determinar la opcidbn mas conveniente de incorporacion, se realizé un ensayo de potencial
zeta. Los resultados, presentados en la Figura 4.8, muestran que la adicion de CNWs a las soluciones
de polimeros incrementa el valor absoluto del potencial zeta, haciéndolo mas negativo para la solucién
de P y mas positivo para la de Q, independientemente de la presencia de NaCl. Este comportamiento
respalda la estrategia de incorporar los nanohilos tanto en la solucién de P como en la de Q al momento

de formar los hidrogeles compuestos.
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Figura 4.8. Valores de potencial Zeta de soluciones de Q o P con o sin NaCl 0,15 M y CNWs. Las soluciones son
las mismas que se usaron para fabricar hidrogeles con CNWs al 4 %.

El potencial zeta de los CNWSs, medido a pH 4, fue de -28,08 £ 4,06 mV, lo que representa una
medida indirecta de la carga superficial de las particulas en la dispersién. Los valores negativos de
potencial zeta de las estructuras de nanocelulosa observados en este estudio son consistentes con los
reportados en la literatura (Araki and Urata, 2020; Chowdhury et al., 2019; Nascimento et al., 2014).
Esta carga negativa se atribuye principalmente a la mayor repulsion electrostética generada por los
grupos -OH presentes en la estructura de los CNWs (Chowdhury et al., 2019).

Ademas, un aumento en la concentraciéon de iones en la soluciéon disminuye la repulsién
electrostatica entre las particulas, favoreciendo su agrupaciéon o aproximacion, lo que reduce su
tamafio efectivo. En la solucion de Q con CNWs, el potencial zeta positivo observado es superior al de
la solucién de Q sola. Este fendmeno puede explicarse por el efecto de una "corona hidrofilica" o por
una redistribucién de las cargas en la superficie, en la cual el polimero Q forma una "capa" o corona
hidrofilica alrededor de los CNWSs. Este fendmeno enmascara las cargas negativas de los CNWs y
provoca que la corona de Q sobresalga hacia la interfaz, resultando en una mayor carga positiva en la
region externa del sistema (Schatz et al., 2004; Volod’ko et al., 2018).

Por otro lado, en la solucién de P con CNWs, el aumento del valor negativo del potencial zeta

puede atribuirse a una mayor repulsién electrostatica entre las particulas de CNWs y la P, ambas
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cargadas negativamente. Este aumento favorece la estabilidad de la dispersion y mantiene la
homogeneidad de las soluciones. Un mayor nimero de particulas o una mayor concentracion de
particulas cargadas en la solucidén incrementa la repulsion electrostéatica entre ellas, lo que a su vez
eleva el valor absoluto del potencial zeta. Este efecto favorece la dispersién de las particulas,
previniendo su agregacion (Kulkarni et al., 2016).

Finalmente, para confirmar que los CNWSs fueron efectivamente incorporados a los hidrogeles

mediante ambos métodos, se realizaron una serie de ensayos adicionales.

4.3.2.1 Estabilidad térmica con la adicién de los nanohilos.

Como se observa en la Tabla 4.2, la Tmax fue mayor para los hidrogeles con CNWs en
comparacion con aquellos sin los nanohilos, independientemente del método de incorporacion de los
CNWs. Este fendbmeno puede atribuirse a un incremento en la estabilidad térmica, causado por la
estructura cristalina de los CNWs (Hebeish et al., 2014). En todos los sistemas evaluados, se
registraron diferencias de al menos 10 °C en la temperatura de degradacion, tanto en el método de
incorporacion a) como en el b). Ademéas, se observd que los CNWs parecen favorecer el
entrecruzamiento, ya que los hidrogeles compuestos presentan valores de Tmax Similares o mayores
cuando se incorpora NaCl, en comparacion con los sistemas sin NaCl. En contraste, en ausencia de
CNWs, la adicién de NaCl disminuye el valor de Tmax, debido a su efecto dopante y/o interdifusion,

como se habia analizado en el Capitulo 3.

Tabla 4.2. Temperatura de degradacion de hidrogeles sintetizados a pH 4 sin NaCl (QP-0) o con NaCl 0,15 M
(QP-0,15) con CNWs afiadido mediante hinchamiento (a) o adicion a soluciones de polimero (b) al 4, 10, 20 0 30

% CNWs.
mé‘l'ggxo R Tmax método b (°C) o Sin
=C) 4% CNWs | 10% CNWSs | 20% CNWs | 30% CNws | CNWs (°C)
QP-05 220,5 221,0 217,0 214,0 224,0 205,5
QP-0,155 | 2164 228,9 219,7 217,1 219,0 193,6

Al comparar los diferentes porcentajes de CNWs en los hidrogeles compuestos, se observo

gue las mayores Tmax Se registraron en los sistemas QP-0-30%CNWs y QP-0-4%CNWSs. En los geles

gue contienen sal, la Tmax mas alta se observo con un 4% de CNWs.
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4.3.2.2 Andlisis morfolégico: Espesor de pared y distribucion de poros en hidrogeles
nanocompuestos.
Las imagenes obtenidas por SEM revelaron estructuras porosas de forma irregular en todos

los geles, aunque los nanohilos no fueron distinguibles con esta técnica. A partir de 30 imagenes SEM,

se determinaron los tamafios de las paredes de los poros y los resultados se resumen en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3. Resultados de espesor de la pared de los poros en los hidrogeles con o sin nanocelulosa incorporada
por distintos métodos.

Espesor de la pared de poro (um)
QP-0 QP-0,15
Sin CNWs 22+11 47+1.2
Método a 0,8+04 4,7+0,9
Método b (4% CNWSs) 10,0+ 2,2 74+0,8

El espesor de la pared en los hidrogeles aumenté con la incorporacién de CNWs a la solucion
de polimeros, siendo este valor mas alto en QP-0. Ademas, en los hidrogeles hinchados con CNWSs,
el espesor de la pared fue mayor en QP-0,15. Este aumento podria explicarse por la disminucién de la
masa del hidrogel durante la prueba de hinchamiento, tanto en los sistemas con NaCl como en los sin
NacCl (-3,6% + 0,12% en QP-0y -9,3% + 1,01% en QP-0,15), lo que sugiere una pérdida de polimeros

gue resulté en paredes mas delgadas.

Para investigar si la adicién de mayores porcentajes de CNWSs tenia un impacto visual en los
hidrogeles sin NaCl, se realizé un ensayo adicional. Se opt6 por utilizar los hidrogeles sin NaCl, ya que
la sal modifica la porosidad (como se discutio en el Capitulo 3, seccion 3.3.3) y, en este caso, se
deseaba evaluar exclusivamente el efecto de los diferentes porcentajes de CNWSs. Las micrografias

correspondientes a este ensayo se muestran en la Figura 4.9.
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) m “3m —
Figura 4.9. Micrografias de SEM de hidrogeles sin NaCl con 0%, 4%, 10%, 20% y 30% CNWs. Los agregados
de CNWs estan marcados con circulos rojos.

Se observé un aumento en la cantidad de poros a medida que se incrementaba el contenido
de CNWs, especialmente a un 30% de CNWSs, donde se evidencié una mayor cantidad de poros
pequefios. La porosidad en los hidrogeles esta influenciada por varios factores, como un aumento en
la presién osmética local, la densidad del entrecruzamiento, el pH y las cargas de las cadenas de
polimeros. Ademas, en los geles con un 20% y 30% de CNWs se observaron agregados de CNWs,
los cuales no fueron visibles en los sistemas con 4% y 10% de CNWs. Este resultado sugiere que las

dispersiones de CNWs al 4% y 10% (p/p) eran mas homogéneas.

4.3.2.3 Evidencia espectroscopica de la incorporacion de CNWs en hidrogeles.

Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Figura 4.10, con los espectros

correspondientes a los hidrogeles con y sin CNWSs, comparados con el espectro de los CNWSs aislados.
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Figura 4.10. Espectros de FTIR de los CNWs, el hidrogel QP-0 sin CNWs y los hidrogeles con CNWs
adicionados por hinchamiento (a) o por incorporacion a la solucion madre (b) en distintos porcentajes (4, 10, 20 y
30%).

Como se menciond previamente en la seccién 4.3.1.2 para el espectro de los CNWs, los
hidrogeles con CNWs incorporados por ambos métodos presentaron un pico caracteristico de los
enlaces -CH a 2900 cm™. Ademas, se observa una banda ancha en el rango de 3000 a 3700 cm™1,
atribuida a los grupos -OH, presente en todos los hidrogeles. Sin embargo, en los hidrogeles sin CNWs,
se aprecian tres picos diferenciados dentro de esta regién, lo que sugiere una variacion en los patrones

de enlace de hidrégeno, tal como se discutié en la seccién 3.5.2.

Asimismo, se observé un pico ancho en el rango de 1000-1100 cm™, correspondiente a -CO
y -COC (Spagnol et al., 2012), que esta presente en los hidrogeles con CNWSs, pero ausente en los
hidrogeles sin CNWs. Este pico es un indicativo claro de la presencia de CNWSs en la estructura del
hidrogel. Con base en estos resultados, se concluye que la incorporacion de CNWs fue exitosa
utilizando ambos métodos a) y b). Resultados similares fueron obtenidos para los hidrogeles que

contenian NaCl en su composicion.
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4.3.3 Conclusiones preliminares sobre la integracion de CNWs.

4.3.3.1 Método a o b.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que la incorporaciéon de CNWs en
los hidrogeles es factible mediante ambos métodos evaluados. No obstante, los efectos de su
integracion fueron méas evidentes cuando los CNWs se incorporaron directamente a las soluciones de
polimeros. Ademas, este método redujo el tiempo de procesamiento, minimizé la cantidad de pasos
requeridos y permitié un control preciso sobre la concentraciéon de CNWs en la formulacion. Por lo
tanto, se decidio continuar el estudio con los hidrogeles obtenidos mediante la adicion de CNWs a las

soluciones madre (método b).

4.3.4 Optimizacién del contenido de CNWs en hidrogeles para apdésitos.

Con el objetivo de determinar la concentracion 6ptima de CNWSs para la aplicacién de los
hidrogeles como apésitos para heridas, se llevaron a cabo ensayos comparativos adicionales.
4.2.4.1 Evaluacion del comportamiento de hinchamiento en condiciones simuladas.

El comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles se analiz6 mediante su exposicién a una
SF a 37 °C, con el fin de simular las condiciones biol6gicas en las que se emplearian. Los resultados

de este ensayo se presentan en la Figura 4.11.
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Figura 4.11. Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles QP con CNWs 0, 4, 10, 20 y 30%, formulados sin
NaCl (barras verdes) o con NaCl (barras celestes).

Los hidrogeles con mayores grados de entrecruzamiento presentan un menor hinchamiento,
ya gue su red tridimensional restringe la entrada de agua (Xue et al., 2001). En el presente estudio, se
observé que, una vez alcanzado el equilibrio, todos los hidrogeles se habian deshinchado, cuya
magnitud varié en funcion del porcentaje de CNWs y la presencia de NaCl en la composicion.

Los hidrogeles que mostraron un mayor grado de deshinchamiento probablemente poseen
redes poliméricas mas débiles en comparacién con aquellos que mantuvieron valores mas cercanos
al 0%. Este comportamiento es consistente con el efecto de los iones Na* y CI~ en las cadenas
poliméricas, los cuales inducen una estructura menos estable (Rodrigues et al., 2016). Asimismo, dicho
fendbmeno se asocia con la concentracion de sal en el medio de ensayo (idéntica para todas las
muestras) y con la presidn osmotica generada, que favorece la salida de agua, reduciendo asi el peso
de los hidrogeles (Hariri and Schlenoff, 2010).

En patrticular, los hidrogeles con NaCl en su formulacion y con 0% o 10% de CNWs exhibieron
un deshinchamiento significativamente mayor en comparacioén con aquellos que no contenian NacCl.
Especificamente, los hidrogeles sin NaCl ni CNWSs presentaron un deshinchamiento del -14%, mientras
que en presencia de NacCl, este valor alcanzo el -27%.

Los hidrogeles con NaCl en su composicion y 0% CNWs se deshincharon significativamente

mas en comparacion con los hidrogeles sin NaCl. Los hidrogeles sin NaCl ni CNWs mostraron una
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contraccion del 13,7 £ 2,5 %, mientras que con NaCl este valor aumento a 27,2 + 5,7 %. También se
observé una diferencia significativa en los hidrogeles con 10% CNWs, donde aquellos sin NaCl se
deshincharon un 20,6 + 5,7 %, mientras que los hidrogeles con NaCl solo lo hicieron en un 8,1 + 3,7
%. Estos resultados sugieren que la adicion de 10% CNWs podria mejorar la estabilidad de la red
polimérica, posiblemente al reducir la disrupcion estructural causada por la presencia de NacCl.

Por otro lado, en los hidrogeles sin NaCl, no se registraron variaciones significativas en funcién
del contenido de CNWs. Si bien los valores promedio obtenidos difieren, la magnitud de los errores
experimentales impide afirmar que la concentracion de CNWs modifique el hinchamiento en estas
condiciones. No obstante, en los hidrogeles con NaCl, el efecto de los CNWs fue mas evidente, ya que
el hidrogel sin CNWs se deshinché en mayor medida que aquellos con 4%, 10% y 30% de CNWSs.
Ademas, los hidrogeles con 10% y 30% de CNWs fueron los que mantuvieron valores de
deshinchamiento mas cercanos a 0%.

Una posible explicacion de estos resultados es que los CNWSs podrian alterar la red polimérica
del hidrogel mediante interacciones con los polimeros, de manera similar a como lo hace el NaCl,
reduciendo el entrecruzamiento estructural. Sin embargo, en los hidrogeles con NaCl, los resultados
sugieren que los CNWs pueden mejorar la estabilidad de la red polimérica al mitigar las interacciones
entre los iones Na*/ClI” y los polimeros. Esta estabilizacion podria estar asociada con la capacidad de
la nanocelulosa para establecer interacciones electrostaticas con polimeros de carga positiva, como el
Q (Li et al., 2015), asi como con la formacién de enlaces de hidrégeno, los cuales son mas fuertes y
especificos que las interacciones entre los iones del NaCl y las cadenas poliméricas (Bertrand, 1997;
De Mesquita et al., 2010).

En sintesis, todos los hidrogeles analizados experimentaron deshinchamiento al alcanzar el
equilibrio. No obstante, los hidrogeles con NaCl presentaron una red polimérica menos entrecruzada
y, €n consecuencia, un mayor grado de deshinchamiento. La incorporacién de CNWs mostré un efecto
mas significativo en estos sistemas, probablemente debido a su capacidad de potenciar el
entrecruzamiento estructural.

Desde el punto de vista de la aplicabilidad de estos materiales como apdsitos para heridas, la
evaluacion del hinchamiento proporciona una aproximacion sobre su comportamiento frente a heridas
con exudado abundante, permitiendo determinar si el material absorbera liquidos o, por el contrario,

liberara su contenido acuoso en el sitio de aplicacion. En aquellos casos en los que el hidrogel no
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experimente cambios significativos en su hinchamiento, se podria considerar su uso para mantener la
zona afectada hidratada, lo que seria méas beneficioso en heridas con baja exudacién. Por otro lado,
en materiales disefiados para la liberacion de principios activos o farmacos, el deshinchamiento del
hidrogel podria facilitar el proceso de difusién del agente terapéutico. En funcion de estos resultados,
se propone evaluar la aplicacion de los hidrogeles estudiados en el desarrollo de sistemas de liberacién

de farmacos, tanto en presencia como en ausencia de CNWs.

4.3.4.1 Formacion y evaluacion de films a partir de hidrogeles secos.

Los hidrogeles con 10, 20 y 30% de CNWs, con y sin NaCl, fueron sometidos a secado bajo
campana durante 48 h. Como resultado, se observo una coloracion y textura homogénea en los films
con 10% de CNWs (Figura 4.12), mientras que en aquellos con 20 y 30% de CNWs se evidencié la
presencia de un exudado en la superficie. Este fendmeno resulta consistente con los andlisis previos
de SEM, en los cuales se identificaron agregados de CNWs en los hidrogeles con 20% y 30% de carga

(seccion 4.3.2.2.).

Figura 4.12. Fotografias de los hidrogeles secos con o sin NaCl y con distintos porcentajes de CNWs.

Este ensayo, junto con los anteriores, permitié determinar que los sistemas con 10% de CNWs

presentan mejores caracteristicas para la aplicacion propuesta. No obstante, es importante sefalar
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gque, en su uso como apositos para heridas, los hidrogeles permaneceran hidratados. Hasta el
momento, los hidrogeles con 10% de CNWSs, tanto en presencia como en ausencia de NaCl, han
demostrado ser los mas adecuados. Con el fin de evaluar su desempefio estructural, se realizaron
ensayos mecanicos para determinar posibles diferencias en las propiedades mecanicas en
comparacion con la matriz sin CNWs. Los resultados de dichos ensayos se presentan en la siguiente

seccion.

4.3.4.2 Influencia de CNWs y NaCl en las propiedades estructurales de los hidrogeles.

La GF esta directamente relacionada con el grado de entrecruzamiento de la red polimérica y,
en general, tiende a incrementarse con el aumento en el contenido de CNWs (Dash et al., 2014). En
los hidrogeles sin NaCl, los valores obtenidos para QP-0 con 0, 4, 10, 20 y 30% de CNWs se
mantuvieron dentro de un rango relativamente similar, variando entre 74,3% y 80,5% en promedio.
Esto sugiere que la presencia de CNWs no modifica significativamente el grado de entrecruzamiento

de la matriz polimérica. Los valores obtenidos se presentan en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Resultados de GF de los hidrogeles con o sin CNWs y con y sin NaCl.
0% CNWs | 4% CNWs | 10% CNWs | 20% CNWs | 30%CNWs
GF (%) QP-0 74,4+ 0,3 74,3+ 1,0 76,6+ 1,4 80,5+ 2,6 75,5£3,0

QP-0,15 | 582+16 | 53,6+1,0 657+1,6 67,8+0,7 72,7+ 3,6

En los hidrogeles con NaCl, se observé un incremento mas pronunciado en la GF con la
incorporacion de CNWs, alcanzando valores entre 53,6% y 72,7%. Estos resultados indican que la
presencia de NaCl modifica las interacciones entre los CNWs y la matriz polimérica, favoreciendo un
mayor grado de entrecruzamiento a medida que aumenta la concentraciéon de CNWSs. Con una carga
del 30%, los valores de GF en hidrogeles con y sin NaCl resultaron comparables.

Como se ha reportado previamente, el efecto dopante del NaCl reduce las interacciones
polimero-polimero, lo que permite una mayor movilidad de los componentes dentro de la red
polimérica. En este contexto, los CNWs interactian de manera mas eficiente con las cadenas del
polimero debido a la mayor movilidad generada por la presencia de NaCl. Adicionalmente, a medida

gue se incrementa la concentracion de CNWs, se eleva la probabilidad de que estas se incorporen en
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la matriz y establezcan interacciones con las cadenas poliméricas, promoviendo el entrecruzamiento.
En contraste, en ausencia de NacCl, las interacciones polimero-polimero pueden ser lo suficientemente
intensas como para restringir la movilidad de los CNWs, lo que limita su capacidad de interaccion con

la red polimérica (Bediako et al., 2023; Otoni et al., 2020).

4.3.4.3 Evaluacion mecénica de los hidrogeles: ensayos de compresion.

La evaluacion mecanica de los hidrogeles mediante ensayos de compresion debe estar en
concordancia con los resultados de GF. La Figura 4.13 muestra que los hidrogeles exhibieron un
comportamiento mecanico eldstico en ensayos de compresion, alcanzando una deformacion de

aproximadamente el 80% al final del ensayo.
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Figura 4.13. Curvas de esfuerzo vs deformacion para los hidrogeles QP-0.15 con distintos porcentajes de
CNWs.

El médulo de compresion, como medida de la rigidez de los hidrogeles, se espera que aumente
con el contenido de CNWs (Dash et al., 2013). Se ha reportado que el médulo de compresién para la
celulosa-l es de aproximadamente 130 a 150 GPa (Araki and Miyayama, 2020). La Figura 4.14 muestra

el médulo obtenido para cada hidrogel.
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Figura 4.14. M6dulo de compresién de hidrogeles QP-0-5 y QP-0,15-5 con CNWs a diferentes porcentajes,
hinchados en SF previamente.

Los resultados indican que, en promedio, los CNWs son capaces de mejorar las propiedades
mecénicas cuando se incorporan en concentraciones del 10% o superiores, pero no al 4%. Esto se
observa en los hidrogeles con NaCl. Un contenido de CNWs superior al 10% no afecta
significativamente la respuesta mecanica del material. Sin embargo, es importante considerar los
margenes de error debido a las caracteristicas viscoelasticas inherentes a los materiales y a la posible

pérdida de agua durante los ensayos (Calvert, 2009; Oyen, 2014).

La adicién de CNWs al 4% p/p, en promedio, parecié reducir el médulo de compresion de los
hidrogeles. Este efecto puede atribuirse a la concentracién critica de CNWSs necesaria para formar una
red tridimensional. Asimismo, al incrementar la concentraciéon de CNWs a un 20% o 30%, el aumento
en el modulo de compresion no es significativo en comparacion con la incorporacién de un 10%. Este
comportamiento podria explicarse por la aglomeracion de los CNWSs debido a las interacciones por
enlaces de hidrogeno, lo que genera un efecto negativo a partir de cierta concentracion (Pooyan et al.,
2012). Este hallazgo es consistente con los ensayos previos, en los que los hidrogeles con 20% y 30%
de CNWs exhibieron exudados tras el secado y en los que las micrografias SEM mostraron la formacion

de aglomerados.
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Por otro lado, la incorporacion de NaCl no parece ejercer una influencia positiva sobre la
capacidad elastica del material. Ademas, el NaCl parece interferir en las interacciones entre la matriz
polimérica y los CNWSs, especialmente cuando el contenido de CNWs es superior al 10%, lo que

provoca una disminucién significativa en el médulo de compresion.

Con el fin de comprender mejor los mecanismos involucrados y su relacion con la aplicacion

final del material, se realizaron estudios reolégicos, los cuales se describen mas adelante.

4.3.4.4 Permeabilidad al vapor de agua: Aplicacién en heridas con distintos niveles
de exudado.

La incorporacion de CNWs aumenté la permeabilidad al vapor de agua, siendo este incremento
mayor con un 20% de CNWs en comparacion con concentraciones menores o con un 30%. Los valores
de la tasa de transmisién de vapor de agua normalizada (NWVTR) se muestran en la Figura 4.15, ya
gue permiten realizar una comparacion mas precisa entre las muestras analizadas, considerando que
el espesor de los films generados no es uniforme en todos los casos, lo que podria afectar la

interpretacién de los resultados.
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Figura 4.15. Resultados de NWVTR segun el contenido de CNWs de los hidrogeles.
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El incremento de la permeabilidad al vapor de agua con la incorporacion de CNWSs es
particularmente notorio con concentraciones de 20% o 30%. Estos resultados se pueden correlacionar
con la porosidad de los hidrogeles, evaluada mediante SEM en la seccion 4.3.2.2. Segun estudios
previos, la porosidad aumenta con el contenido de CNWSs, lo cual esta en concordancia con los valores
obtenidos de WVTR. Ademas, los valores de WVTR se encuentran dentro del rango esperado para
guemaduras de primer o segundo grado, tanto en los hidrogeles con NaCl como en los sin él. Los
valores oscilaron entre 23,4 g m?2 h1 para los hidrogeles sin CNWs y 43,5 g m=2 h'1 con 20% de CNWs.
Como se menciond en el Capitulo 3, seccién 3.5.4, estos valores podrian ser adecuados para heridas

por quemaduras.

4.3.5 Determinacion de la formulacién 6ptima para hidrogeles con CNWSs.

Considerando los resultados obtenidos en los ensayos de compresion y los hallazgos previos
gque muestran que los hidrogeles con un 10% de CNWs no generan exudado, se concluye que la
formulacién 6ptima de los hidrogeles podria ser con un 10% de CNWs, con o sin NaCl. No obstante,
se realizaron ensayos adicionales mas especificos en la aplicacion para confirmar que esta es la mejor

opcién.

4.3.6 Andlisis mecanico avanzado de hidrogeles seleccionados.

4.3.6.1 Evaluacion reoldgica: estabilidad ante diferentes frecuencias.

La Figura 4.16 muestra los médulos en configuracion de compresion en un barrido de
frecuencias de 0,1 a 10 Hz. Se utiliz6 este rango para analizar la estabilidad de los hidrogeles ante
bajas y moderadas frecuencias, considerando que la zona de aplicacion en la herida puede influir en
la frecuencia a la que estardn sometidos, ya que el objetivo de este estudio es predecir el
comportamiento mecanico de los hidrogeles en distintas condiciones (Cuomo et al., 2019; Stojkov et
al., 2021).

Se observd que tanto el moédulo de almacenamiento (E’) como el mdédulo de pérdida (E”)
aumentan o se mantienen relativamente estables con el incremento de la frecuencia en todas las

muestras. Sin embargo, el hidrogel QP-0-0%CNWSs es el menos dependiente de la frecuencia, lo que
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indica una menor variacion de sus propiedades mecanicas ante estos cambios. A pesar de esto, la
adicién de CNWs refuerza la red tridimensional, proporcionando mayor estabilidad estructural en otros
aspectos, como su resistencia mecanica y elasticidad. Esto indica una transicién de un comportamiento

mas fluido a uno predominantemente elastico (Lau et al., 2020; Ten et al., 2012).

QP-0-0% CNWs
= QP-0-10% CNWs
QP-0,15-0% CNWs
= QP-0,15-10% CNWs
A
E 105-_
EJJ . . . " =|!lllll||==
" [ n = == : : : : .- -
— L] ] " -
©
a
- A A a AA, %
w P A:::A:AA::\ a s aassdail
a N Y A
10" 4+ T T L A | T T A |
0,1 1 10

Frecuencia (Hz)

Figura 4.16. Resultados de las pruebas de frecuencia que muestran las curvas para hidrogeles con o sin NaCl y
10% p/p de CNWSs. El modulo de almacenamiento se representa con cuadrados rellenos, mientras que los
triangulos rellenos representan el modulo de pérdida.

Los valores de E’, que representan la respuesta elastica del material, fueron mayores en todas
las muestras en comparacion con E”, que representan la respuesta viscosa de los geles. Ademas, las
curvas no se intersectan son paralelas a lo largo del rango estudiado, dando cuenta de un
comportamiento que es tipico de los geles en este tipo de ensayos (Ramli et al., 2022).

El hecho de que, dentro del rango de frecuencias evaluado y a la temperatura de ensayo, no
se observe una transiciébn de comportamiento elastico a viscoso es un aspecto positivo para su
aplicacién como apdsitos. Esto sugiere una respuesta mecéanica estable y predecible ante cambios en
las condiciones de uso. Ademas, se observé que tanto el NaCl como los CNWs interacttan con la red
polimérica del hidrogel. Mientras que el NaCl interactla electrostaticamente con las cadenas de Qy P,
los CNWs lo hacen a través de sus grupos OH-, modificando la estructura tridimensional del hidrogel.

Sin embargo, estas interacciones pueden ser mas débiles en comparacién con las interacciones
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electrostaticas entre Q y P, responsables de la formacion de la red polimérica, lo que explica la
disminucién del médulo en hidrogeles con CNWs en comparacion con el hidrogel QP-0-0%CNWs.

El hecho de que, dentro del rango de frecuencias evaluado y a la temperatura de ensayo, no
se observe una transicion de comportamiento elastico a viscoso es un aspecto positivo para su
aplicacién como apodsitos. Esto sugiere una respuesta mecanica estable y predecible ante cambios en
las condiciones de uso. Ademas, se observé en resultados previos de otros ensayos que tanto el NaCl
como los CNWs interacttan con la red polimérica del hidrogel. Mientras que el NaCl interactla
electrostaticamente con las cadenas de Q y P, los CNWs lo hacen a través de sus grupos OH-,
modificando la estructura tridimensional del hidrogel. Sin embargo, estas interacciones pueden ser mas
débiles en comparacién con las interacciones electrostaticas entre Q y P, responsables de la formacion
de lared polimérica, lo que explica la disminucién del médulo en hidrogeles con CNWs en comparacion
con el hidrogel QP-0-0%CNWs.

En relacién con estudios previos sobre las propiedades mecanicas de la piel humana (Holt et
al., 2008), los valores de médulo obtenidos en estos hidrogeles superan los de la piel, tanto en la dermis
sola como en la piel completa, considerando el mismo rango de frecuencias y parametros comparables.
En dicho estudio, los valores de médulo de la piel varian entre 100 y 1000 Pa en el rango de 1-10 Hz,
mientras que en el presente ensayo los hidrogeles alcanzaron valores superiores a 10 000 Pa. No
obstante, es importante sefialar que este ensayo se realizé en compresion en lugar de corte, y que los
mdédulos complejos obtenidos (Figura 4.17) son comparables a los reportados por Geerligs et al.

(Geerligs et al., 2011a) para el estrato cérneo, que puede alcanzar hasta 12 kPa.
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Figura 4.17. Variacién de médulo complejo entre 0,1 a 10 Hz de frecuencia.

En nuestro caso, el médulo complejo fue evaluado mediante un ensayo de compresion,
siguiendo la regla de Trouton: E = 2G(1+v), donde v es la relacion de Poisson, E es el mddulo de
elasticidad en compresién y G es el médulo en corte. Para sistemas similares, se ha considerado que
v = 0,5 (Liao et al., 2010). Por lo tanto, el médulo de elasticidad en compresion se aproxima a tres
veces el valor del mdédulo de corte (E = 3G). Este aspecto debe ser tenido en cuenta al interpretar los
resultados, ya que las diferencias en el tipo de deformacién (compresién versus corte) pueden influir
en las magnitudes obtenidas. Ademas, se debe considerar que los materiales evaluados son distintos,

siendo hidrogeles en el presente estudio y piel en los estudios de referencia.

4.3.6.2 Analisis de superficie mediante nanoindentacion.

La nanoindentacién permite evaluar la rigidez superficial y las interacciones adhesivas entre el
hidrogel y el indentador. En la Figura 4.18 se presentan algunas de las curvas de nanoindentacion

obtenidas para los hidrogeles.
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Figura 4.18. Curvas de fuerza-desplazamiento en el formato de desplazamiento méaximo de 500 nm.

En todas las muestras se pudo observar que fuerzas negativas tanto durante la carga inicial
como durante la descarga cerca de la posicion de desplazamiento cero. Esto indica la existencia de
una fuerza adhesiva entre el indentador y la muestra en la zona de contacto, lo cual suele ocurrir con
este tipo de materiales hidratados (Kohn and Ebenstein, 2013). Este fendmeno ocurre porque los
sistemas son blandos y se adhieren al indentador y, por lo tanto, existe una fuerza adhesiva no
despreciable entre el material y la punta de indentacién (Gonzalez and Alvarez, 2014). Para determinar
el mddulo de elasticidad en este contexto, los datos obtenidos deben ser analizados mediante un
modelo que considere esta interaccion.

El modelo de Hertz es cominmente utilizado para caracterizar la capacidad eléstica de un
material mediante indentacion (Hertz, 1882). Este modelo relaciona la rigidez del material, o su
reciproco, la flexibilidad (S), con la profundidad de indentacién mediante un parametro conocido como
maodulo elastico de Hertz (Ewertz). Sin embargo, dicho modelo no tiene en cuenta las fuerzas adhesivas,
lo que puede dar lugar a un valor del modulo elastico que depende de la fuerza aplicada cuando dichas
fuerzas son no despreciables. El efecto de las fuerzas adhesivas puede reflejarse en la dependencia
del Ererz con la fuerza maxima aplicada (Pmax), hasta la méxima penetracion, como se ilustra en la

Figura 4.19.
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Figura 4.19. Puntos de datos obtenidos en la curva Enertz VS Pmax para hidrogeles con 10% CNWs.

Se propuso utilizar un modelo hibrido desarrollado por Liao et al. (Liao et al., 2010) que
combina el modelo de Hertz y el modelo Johnson-Kendall-Roberts (JKR) (Johnson et al., 1997). Este
modelo hibrido permite la evaluacién de un médulo elastico (Esxr) independiente de la fuerza,

ajustando los datos experimentales sin necesidad de conocer previamente la fuerza de adhesién:

E PV, R, Eixr, P, =(1-v? ! Ecuacion 4.1
Hertz( max JKR adh) ( )\[6Rpmaxs(Pmax:R;E]KR:Padh)3 ( )

_2
14 [1_Pmax) 3

1+ [1-Dmax
_ 3 9 1 1 Padh _1 Padh y
S(Pmax,R,E,KR.Padh) = ’RpmaxE]KRz\/l_Pmax s 5 3 2 (Ecuacion 4.2)

Padn

=

Donde Padh corresponde a la fuerza de adhesion (UN) y R al radio nominal de curvatura de la

punta del indentador (nm).

Entonces, el trabajo de adhesién se define como la energia interfacial por unidad de area

(mJ/m2):
Ay = 2;% (Ecuacion 4.3)
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Luego, a partir de los datos obtenidos en las indentaciones y utilizando la ecuacion 4.3, se

calcularon los valores promedio de Pmax - Enertz para cada maxima penetracion (hmax) de cada muestra.

Las curvas correspondientes se representan en las Figuras 4.20 y 4.21.
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Figura 4.20. Representacion de puntos experimentales y promedios de Enertz €n funcién de la Pmax para el
hidrogel QP-0 sin CNWs. Los puntos resaltados en azul son los correspondientes a los hmax 2000 y 3500 nm.
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Figura 4.21. Representacién de puntos experimentales y promedios de Enertz €n funcién de la Pmax para el
hidrogel QP-0-10% CNWs.
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Dado que la relacion Enerz - Pmax €s decreciente, se descartaron algunos puntos que no

cumplian con ello. A partir de los puntos promedio obtenidos se realizaron ajustes con el modelo

propuesto para obtener Eixr, Padn, Y Ay para cada muestra, estos resultados se observan en la Figura

4.22.
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Figura 4.22. Curvas tedricas y de ajuste de Ererz VS Pmax en hidrogeles con o sin 10% CNW.

El radio nominal del indentador utilizado fue de 500 nm y en el caso del indice de Poisson se

utilizé un valor de 0,5, tipico de estos materiales blandos (Liao et al., 2010).

Los resultados de los ajustes utilizando el modelo JKR se observan en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Parametros obtenidos del modelo hibrido, parametro de ajuste de Rpearson Y Valores de trabajo de
adhesion para las muestras analizadas.

Eskr (MPa) Padn (HN) Rpearson AY (mJ/m2)
QP-0-0%CNWSs 0,006 -97210 0,91 153700
QP-0-10%CNWs 0,154 -54 0,95 23

Se confirmé que la adicién de un 10% de CNWs aumenta la respuesta elastica del material, lo

cual es evidenciado por las pruebas de compresién mecanica. Este efecto es particularmente notable
111
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en la superficie del hidrogel QP, ya que muestra un médulo (Ekr, Tabla 4.5) que es bastante similar al
modulo medido en compresion. En contraste, el hidrogel nanocompuesto presenta un madulo
superficial aproximadamente 10 veces mayor que el médulo de compresién. Esta diferencia también
impacta en el trabajo de adhesién, el cual disminuye considerablemente con la presencia de CNWs en
el material.

Cabe destacar que, aunque existen estudios de indentacion realizados en piel humana en la
literatura, varios factores pueden influir en la comparacion directa de los resultados, tales como la
temperatura y la humedad relativa del ambiente, la zona de la piel evaluada, la edad del donante, la
velocidad de indentacién y las caracteristicas del indentador, entre otros (Bhushan, 2012; Geerligs et
al., 2011b; Pailler-Mattéi and Zahouani, 2006). Estos factores pueden alterar las propiedades
mecanicas de la piel y, en consecuencia, modificar las mediciones obtenidas en diferentes estudios, lo

que dificulta una comparacion exacta con los resultados obtenidos en el presente trabajo.

4.3.7 Evaluacion de modificaciones de la actividad antimicrobiana en

hidrogeles reforzados.

La apariencia del halo de inhibicidn proporciona informacion sobre el tipo de efecto
antimicrobiano observado. Generalmente, un halo de inhibicién indica una inhibicién directa del
crecimiento bacteriano cerca del punto de aplicacion, lo que sugiere un efecto bactericida. Sin
embargo, también puede observarse un halo en el que el crecimiento bacteriano se inhibe a una
distancia mayor del punto de aplicacién, lo que sugiere un efecto bacteriostatico. Tanto los halos
bactericidas como los bacteriostéaticos contribuyen a la zona de inhibicién (Mollea et al., 2022; Monerris
et al., 2019).

El objetivo de este ensayo fue determinar si la incorporacion de CNWs modifica la actividad
antimicrobiana de los hidrogeles. La mayoria de los hidrogeles present6 halos, como se observa en la
Figura 4.23, aunque estos variaron en cuanto a su opacidad, lo que sugiere que podrian estar
asociados tanto a un efecto bacteriostatico (Monerris et al., 2019) como bactericida en algunos casos.
En términos generales, el halo no se presenta de forma pronunciada, por lo que la interpretacién es
cualitativa. Aunque las observaciones sugieren que la presencia de CNWs pudo haber influido en los
efectos antimicrobianos, no se vieron cambios significativos, ademas es importante destacar que, para

mejorar el efecto bactericida, seria necesario incorporar agentes adicionales a los hidrogeles.
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S. aureus (ATCC 25923) E. coli (ATCC 25922)

0% CNW

10% CNW

20% CNW

Figura 4.23. Halo de inhibicion generado alrededor de los hidrogeles incubados con S. aureus (izquierda) o E.
coli (derecha) sin NaCl. Filas de arriba a abajo: con 0, 10 y 20% CNWSs.

Es fundamental tener en cuenta que este ensayo se realizd con cepas distintas a las utilizadas
en los ensayos mencionados en las secciones 3.4.7 y 4.1.3. Es comun que los resultados varien al
cambiar la cepa, motivo por el cual, en diversos estudios, se analiza la actividad antibacterial de un
agente contra varias cepas de una misma bacteria (Mogna et al., 2012; Nemecz and Golinska, 2022;
Szpak et al., 2014). En este sentido, el ensayo fue realizado de forma comparativa para analizar el

efecto de la incorporacion de CNWs.

4.3.8 Efecto de laincorporacion de refuerzos sobre la viabilidad celular.

El ensayo de citotoxicidad celular se realizé siguiendo el mismo protocolo descrito en el
Capitulo 2, seccién 2.5.10. En el Capitulo 3, seccion 3.6.4, se presentaron resultados de estudios de
citotoxicidad celular, donde se observo que los hidrogeles con NaCl en su composicion generalmente
mostraban menor viabilidad. Ademas, se hallé que la encapsulacién de un activo como la lidocaina
mejoraba la viabilidad. En el presente caso, al incorporar CNWs, se observa una respuesta similar

(Figura 4.24).
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Figura 4.24. Resultados de viabilidad con diferentes muestras después de 1, 2, 4 y 7 dias de incubacion.

Aparentemente, la adicibn de CNWs no genera efectos citotoxicos en ninguno de los
hidrogeles, tanto con como sin NaCl. Este resultado era esperable, considerando la literatura disponible
sobre los efectos de la nanocelulosa en distintos tipos celulares (Leong et al., 2023; Mishra et al., 2018;
Nicu et al., 2021; Vieyra et al., 2018). Ademas, en los hidrogeles que contenian NaCl, la adicién de
CNWSs mejoro significativamente la viabilidad celular. Este resultado podria estar relacionado con la
variacion en la rigidez de los hidrogeles; aquellos con NaCl son menos rigidos, pero cuando se
incorpora un 10% de CNWs, la rigidez aumenta, como se observo en las secciones 4.2.4.2y 4.2.6.2
con los ensayos mecanicos, lo que contribuye a la proliferacion celular (Costa et al., 2015). Sin
embargo, para confirmar que la diferencia en viabilidad celular se debe principalmente al cambio en la

rigidez, seria necesario realizar ensayos adicionales que permitan explorar otros factores.

4.4 Evaluacion de la vida util de los hidrogeles.

4.4.1 Ensayo de degradabilidad.

El ensayo de degradabilidad se llevé a cabo durante un periodo de 21 dias, de acuerdo con la
duracion tipica de aplicacion de los hidrogeles y el tiempo aproximado de curacién de las heridas por

guemaduras de segundo grado tipo A (Markiewicz-Gospodarek et al., 2022). Sin embargo, se
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reconocio que el tiempo de recambio de los hidrogeles depende de mdltiples factores, como el tipo de
herida, el exudado presente y las necesidades especificas del proceso de curacién. Por ejemplo, para
heridas con bajo exudado, los hidrogeles pueden permanecer in situ por un periodo de dos a tres dias,
mientras que en heridas con un alto nivel de exudado puede ser necesario un cambio diario (Brumberg
et al., 2021; Burd, 2007). Se observd que, tras solo un dia de exposicion en SF a 37 °C, los hidrogeles

mostraron una pérdida de peso superior al 10%. Los resultados se encuentran en la Figura 4.25.
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Figura 4.25. Resultados de la prueba de degradacién de hidrogeles con o sin CNWs y NaCl, mostrando su
pérdida de peso (%) a través del tiempo.

Ademas, los resultados revelaron que los hidrogeles que no contenian NaCl presentaron una
menor degradabilidad, en comparacién con aquellos que si lo contenian, los cuales alcanzaron un
promedio de degradacion de un 32 + 2% en el caso de la formulacion QP-0,15. Esta diferencia sugiere
gue la presencia de NaCl favorece la degradabilidad del material, lo que representa una ventaja para
los hidrogeles disefiados para aplicaciones biomédicas, ya que permiten una degradacion a lo largo
del tiempo, lo que a su vez favorece el proceso de curacion de la piel (Zhou et al., 2022). En este
sentido, los hidrogeles desarrollados en esta investigacion, compuestos Unicamente por polimeros
naturales, presentan una ventaja significativa, ya que su biodegradabilidad inherente puede facilitar el
proceso de descomposicion sin necesidad de la incorporaciéon de componentes sintéticos (Aswathy et

al., 2020; Francesko et al., 2019).

Micaela Ferrante 115



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apdsitos para heridas”

4.4.2 Estabilidad mecénicay estructural durante el almacenamiento.

En cuanto a la evaluacién de la vida util de los hidrogeles, se realizé un ensayo para analizar
la estabilidad mecanica y estructural durante el almacenamiento. La vida util de un material se define
como el tiempo durante el cual este mantiene sus propiedades bajo condiciones especificas de
almacenamiento (Roy et al.,, 2013). El objetivo de este ensayo fue almacenar los hidrogeles a
temperatura ambiente (21 °C) y observar la variacién de propiedades como el médulo de compresion,
el peso, el aspecto microscépico y los resultados de FTIR, a lo largo de diferentes periodos de tiempo
(60, 120, 180 y 240 dias). El almacenamiento a temperatura ambiente se eligié para evitar el gasto
energético innecesario que implicaria el almacenamiento en heladera, ya que se asumié que las
propiedades del hidrogel se mantendrian estables a esta temperatura durante el tiempo requerido. Los
hidrogeles fueron guardados en frascos plasticos con tapa y en condiciones de oscuridad para

protegerlos de factores externos que pudieran afectar su calidad (Soler et al., 2012).

4.3.2.1 Cambios en las propiedades mecanicas.

Como referencia de las propiedades mecanicas se determiné si hubo cambios en los médulos

de compresion con el paso del tiempo, los resultados se observan en la Figura 4.26.
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Figura 4.26. Resultados de mddulo de compresion para los hidrogeles con o sin NaCl y/o CNWSs conservados
durante distintos tiempos.
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Se observo una tendencia general a la disminucion del médulo de compresion en los
hidrogeles con el paso del tiempo, lo cual era esperable y consistente con la literatura, indicando un
deterioro gradual de las propiedades mecanicas debido al almacenamiento prolongado (Lee et al.,
2004). Los resultados mostraron que, en términos de propiedades mecanicas, los hidrogeles
mantuvieron su médulo de compresion sin cambios significativos durante los primeros 60 dias de
almacenamiento. Sin embargo, a partir de los 120 dias comenzaron a observarse diferencias
significativas, dependiendo de la composicion del hidrogel. En el caso del hidrogel QP-0 sin CNWs, se
observo una disminucion significativa en el médulo de compresion a los 120 dias en comparacion con
el dia 1, aunque entre los 120 y 240 dias no se registraron diferencias significativas, aunque si se
detect6 una reduccién promedio al final del periodo de estudio. Por otro lado, el hidrogel QP-0-
10%CNWSs presentd un comportamiento menos lineal, con un incremento temporal en el médulo de
compresion a los 120 dias, alcanzando valores similares a los del dia 1, pero con una posterior
disminucién a los 240 dias, lo que podria estar relacionado con interacciones entre las CNWs y la
matriz del hidrogel, aunque este fendmeno requiere de un analisis mas profundo para una explicacion
detallada.

En los hidrogeles con NacCl, la disminucién del médulo de compresion fue mas escalonada. En
el caso del hidrogel QP-0,15 sin CNWs, se observ6 una disminucion significativa al dia 240 respecto
al resto de las mediciones, y a los 120 dias también se registré una diferencia significativa en
comparacion con los 60 dias. Por su parte, los hidrogeles con CNWs y NaCl mostraron una disminucién
significativa del médulo de compresion a los 120 dias respecto al dia 1, aunque no se observaron
diferencias significativas entre los 120 y los 240 dias.

En resumen, los resultados confirman que los hidrogeles mantienen su médulo de compresion
relativamente estable durante los primeros 60 dias de conservacién. A partir de los 120 dias, se
empiezan a notar diferencias significativas, con una tendencia general a la disminucion del mddulo de
compresion. Sin embargo, el hidrogel QP-0-10%CNWs mostré un comportamiento particular, con un
incremento temporal del médulo a los 120 dias, que podria atribuirse a interacciones entre las CNWs

y la matriz del hidrogel, aunque esto requeriria mayor andlisis para ser explicado en profundidad.
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4.3.2.2 Pérdida de peso y estabilidad estructural.

Como tendencia general, los hidrogeles sin NaCl exhibieron menores pérdidas de peso a lo
largo del tiempo, destacandose QP-0 sin CNWs como el mas estable durante todo el ensayo. En
contraste, los hidrogeles con CNWSs, particularmente QP-0,15-10%CNWSs, registraron mayores
pérdidas de peso, lo que indica una menor durabilidad en comparacién con las demas formulaciones.

Si bien las desviaciones estandar en el ensayo fueron elevadas, en promedio, QP-0 sin CNWs
mantuvo su peso practicamente estable, con una pérdida del 1,0 % a los 60 dias y valores cercanos a
cero o incluso negativos hacia el final del ensayo (-10,0 % al dia 240). Por otro lado, QP-0,15-
10%CNWSs present6 las mayores pérdidas de peso desde los primeros dias, alcanzando un 22,7 % a
los 60 dias y aumentando progresivamente hasta un 28,2 % al dia 240. Debido al margen de error
observado, no se pueden establecer diferencias significativas entre las formulaciones. Estos resultados

se detallan en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Resultados de pérdida de peso para los hidrogeles con o sin NaCl y CNWSs conservados durante
distintos tiempos.

QP-0 QP-0,15 QP-0 QP-0,15
0%CNWSs 0%CNWs 10% CNWs | 10% CNWs
Pérdida de peso (%) Dia 60 1,0+£14,5 11,4+9,8 10,56+10,7 | 22,7+14,6
Dia 120 38+149 146+120 | 254+148 | 291 +158
Dia 180 -9,2+19,7 1,3+152 1431227 | 289+247
Dia240 | -10,0+123 -7,1+5,5 11,194 28,2+19,7

Los hidrogeles QP-0,15 sin CNWs y QP-0-10%CNWs mostraron comportamientos
intermedios, aunque sin la consistencia observada en QP-0 sin CNWs y QP-0,15-10%CNWSs. A pesar
de estas diferencias, la formulacién sin NaCl y sin CNWs se destac6 como la mas duradera,
manteniendo su peso con minimas variaciones a lo largo del ensayo. Dado que los hidrogeles fueron
almacenados en agua destilada, la pérdida de masa no se atribuye a un proceso de deshidratacion,

sino mas bien a la eliminacién de componentes no retenidos completamente en la matriz polimérica o
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al proceso de degradacion con el tiempo. De hecho, en los hidrogeles sin CNWs se registré un aumento
de masa promedio hacia el final del ensayo, lo que sugiere la posible incorporacion de agua en la red
polimérica o modificaciones estructurales asociadas a la degradacién, tal como se ha reportado
previamente (Cha et al., 2009). En este sentido, si bien los CNWs y los iones de NaCl pueden formar
enlaces con los polimeros y entre si, los cambios estructurales inducidos con el tiempo podrian
favorecer la pérdida de masa del material.

Los valores promedio obtenidos sugieren que los hidrogeles con NaCl y CNWs presentan una
menor estabilidad, aunque se registraron errores estandar elevados y fluctuaciones en el peso entre
los distintos tiempos de medicidn. Estas variaciones indican que podrian intervenir factores adicionales
en la estabilidad del material.

Por ultimo, los resultados de pérdida de peso se correlacionan con los cambios en el médulo
de compresion observados previamente. En general, los hidrogeles que experimentaron mayores
pérdidas de peso, como QP-0,15-10%CNWs, también evidenciaron una disminucién mas pronunciada
en el médulo de compresion con el tiempo. Esto sugiere que la degradacién estructural del material

afecta tanto su estabilidad mecéanica como su retenciéon de masa.

4.4.2.1 Evaluacién de la morfologia interna.

La coloracién y morfologia de los hidrogeles a nivel macroscopico no presentaron variaciones
a lo largo del ensayo. No obstante, se llevaron a cabo analisis de SEM para comparar la estructura
interna de los hidrogeles. Como se observa en las Figuras 4.27 y 4.28, los hidrogeles mantuvieron su
naturaleza porosa, sin cambios notorios a lo largo del tiempo, tanto en los hidrogeles QP-0 con o sin

CNWSs, como en los QP-0,15 con o sin CNWs.
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Figura 4.27. Micrografias de SEM de los hidrogeles QP-0-10%CNWs a los 0, 60, 120, 180 y 240 dias de
conservacion.

g’ ] 'ﬁ.'—".

- .
Figura 4.28. Micrografias de SEM de los hidrogeles QP-0,15-10%CNWs a los 0, 60, 120, 180 y 240 dias de
conservacion.

4.4.2.2 Cambios en las interacciones moleculares: Espectros de FTIR.

En relacion con la aparicién, desapariciébn o desplazamiento de los picos observados en los

espectros obtenidos durante los diferentes dias de andlisis, no se detectaron diferencias en ninguno

de los casos que pudieran relacionarse con una disminucién en la durabilidad de los hidrogeles. En

comparacion con el dia 0 (espectros mostrados en la seccion 3.5.2), la Gnica diferencia significativa se

observo en la region de 3000 a 3700 cm™, correspondiente a los grupos -OH. En el dia 0, se apreciaron

tres picos dentro del pico amplio generado, mientras que, al haber colocado los hidrogeles en agua

destilada después de su formulacidn, esta region experimenté un cambio debido a la formacién de

nuevos enlaces de hidrégeno (Ehman, 2019), este resultado era esperable.
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En definitiva, el ensayo de durabilidad demostré6 que los hidrogeles conservados en agua
destilada a temperatura ambiente pueden mantener sus propiedades sin alteraciones significativas

durante al menos 60 dias.

4.5 Conclusiones del capitulo.

Se logré incorporar AgNPs, 1% p/p, y CNWSs en los hidrogeles QP de manera satisfactoria, de
forma separada. Los hidrogeles exhibieron actividad antibacteriana, pero la incorporacion de AgNPs o
CNWs no genero mejoras significativas. Por esta razon, se decidio no utilizar AQNPs en estas matrices,
ya que su objetivo era optimizar la actividad antibacteriana. Los CNWs fueron integrados mediante dos
métodos: hinchamiento de hidrogeles previamente formados o incorporacion directa en la solucion
precursora antes de la gelificacién. El segundo enfoque (utilizando 4%, 10%, 20% y 30% p/p de CNWSs)
fue preferido debido a su eficiencia en términos de tiempo y uso de material, eligiéndose los hidrogeles
con 10% p/p como los méas prometedores. Los hidrogeles presentaron un comportamiento
viscoelastico, con mddulos de compresion que oscilaron entre 5y 35 kPa. En general, aquellos con
NaCl en su composicién mostraron modulos en promedio menores, salvo los que contenian 10% de
CNWs. No se observé un incremento significativo en el médulo de compresién con concentraciones
de CNWs superiores al 10%, y en los hidrogeles secos con 20% y 30% de CNWs se detecto la
formacion de exudados. Ademas, los mayores porcentajes de CNWSs incrementaron la porosidad y los
valores de NWVTR.

El analisis reolégico mostr6 que los hidrogeles con CNWs tienen un modulo elastico menor en
comparacion con aquellos sin nanoparticulas, lo cual puede atribuirse a interacciones mas débiles
entre las cadenas poliméricas y los CNWSs, en comparacion con las interacciones entre los polimeros.
Sin embargo, este resultado no debe considerarse una desventaja, ya que los hidrogeles superan los
valores tipicos de elasticidad de la piel humana, favoreciendo su uso como apdésitos. En las pruebas
de nanoindentacion, la incorporacion de 10% de CNWs mejoro la elasticidad superficial del material y
redujo la adhesion.

En los ensayos bioldgicos, se constatdé que la adicion de CNWSs no altera la actividad
antibacteriana de los hidrogeles y que la viabilidad celular de los hidrogeles con NaCl se incremento
significativamente por la incorporacion de CNWs al 10%. Ademas, los CNWs no redujeron la viabilidad

celular en los hidrogeles sin NaCl.
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En cuanto a los ensayos de durabilidad, se concluy6 que estos hidrogeles podrian conservarse
en agua destilada durante al menos 60 dias sin presentar cambios significativos en cuanto a peso,

moédulo de compresién, microestructura y resultados de FTIR.
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Capitulo 5.

Disefio y caracterizacion de
hidrogeles de CoPECs y microgeles

de gelatinay condroitin sulfato.
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5.1 Introduccion al Capitulo 5.

En el presente capitulo se describen el desarrollo y la caracterizacion de hidrogeles y
microgeles compuestos por Ge y CS. La seleccion de estos polimeros se fundamenta en sus
propiedades de interés en el campo biomédico, entre las que se destacan la elevada capacidad de
absorcién de exudados y fluidos de la Ge (Chaibi et al., 2015), su similitud con la matriz extracelular y
su capacidad para liberar factores de crecimiento y citocinas (Anitua et al., 2022). En el caso del CS,
su aplicacion biomédica responde a sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antiapoptéticas,
antitumorales y anticoagulantes (Bonkovoski et al., 2021).

La carga de ambos polimeros depende del pH del medio en el que se encuentran. La Ge es
un polimero anfétero, por lo que a valores de pH bajos presenta una carga neta positiva, mientras que
a valores elevados predomina la carga neta negativa. Como consecuencia, al mezclarse con un
polielectrolito de carga opuesta, pueden formarse PECs (Voron’ko et al., 2016). El CS, por su parte,
presenta una carga neta negativa cuando se encuentra en solucién a un pH superior a su punto
isoeléctrico (pl), debido a la presencia de grupos sulfato en su estructura (Gonzalez et al., 2020).

Para la sintesis de los hidrogeles, se empleé un protocolo basado en la formacién de CoPECs
a partir de Ge y CS, utilizando distintas combinaciones de pH, concentracién polimérica y NaCl. Tras
la mezcla de las soluciones poliméricas, los PECs obtenidos se sometieron a centrifugacion para la
obtencién de CoPECs. Por otro lado, el proceso de sintesis se modific6 con el objetivo de obtener
microgeles en polvo. En este caso, en lugar de aplicar centrifugacion, se implementé secado por
aspersion, una técnica ampliamente utilizada en diversas industrias, que permite la conversion de
sustancias liquidas en polvo mediante su atomizacion en forma de niebla y su exposicion a una
corriente de aire caliente. Este método presenta diversas ventajas, como la formacion directa de
microesferas con control sobre su tamafo, forma y estructura (Wei et al., 2020), la facilidad de
escalado, la distribucion homogénea del tamafio de particula y la alta reproducibilidad del proceso
(Lima et al., 2012). Adicionalmente, la aplicacion de hidrogeles en forma de polvo, en comparacion con
films o scaffolds, puede acelerar los procesos de curacién de heridas debido al mayor contacto entre
las particulas y el tejido lesionado (Emami and Ebrahimi, 2023).

En los ultimos afios, diversos estudios han abordado el uso de hidrogeles en el tratamiento de
heridas agudas, destacando su capacidad para detener el sangrado y favorecer la cicatrizacion

hemostatica (Chen et al., 2022; Li et al., 2023; Pourshahrestani et al., 2020). No obstante, hasta el
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momento, no se han reportado en la literatura estudios sobre la obtencion de microgeles en polvo de
PECs de Ge y CS.

El objetivo del presente capitulo es la fabricacion de hidrogeles CoPECs y microgeles en polvo
de Ge y CS, con o sin la incorporacion de AgNPs para conferirles propiedades antibacterianas, y la
inclusién de NacCl con el fin de evaluar su influencia en las propiedades de los materiales obtenidos.
Se detalld la caracterizacion estructural, morfoldgica y funcional de los geles sintetizados y, en funcion

de su potencial aplicacién, se analiz6 la interaccion de los microgeles con glébulos rojos.

5.2 Caracterizacion fisico-quimica del condroitin sulfato.

5.2.1 Célculo del peso molecular viscosimétrico.

Dado que el CS es un polimero natural cuyo peso molecular puede variar segin su método de
extraccion y sus caracteristicas estructurales, se llevd a cabo un ensayo de viscosimetria para su
determinacion. La mediciéon se realizé mediante un viscosimetro Ubbelohde modelo 1c, siguiendo el
procedimiento detallado en el Capitulo 2, seccién 2.5.1.

Para el analisis de los resultados, se considero que la diferencia entre los tiempos de flujo del
agua destilada y de las soluciones con distintas concentraciones de CS fuera de al menos 30 segundos.
Con este criterio, se seleccionaron tres diluciones para el célculo del peso molecular viscosimétrico,

cuyos valores se presentan en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Valores obtenidos al medir el tiempo de flujo de distintas soluciones conteniendo CS a
concentraciones diferentes, utilizando agua destilada como solvente. Valores de 7, y i, de las distintas

soluciones.
Concentracion
(C=g/mL) Tiempo de flujo (s) Promedio nr=tho| nsp=nr-1
0 290 292 289 290,3+1,5 1 0
0,0033 412 413 413 412,7+0,6 1,42 0,42
0,0050 459 457 459 458,3+1,2 1,58 0,58
0,0080 528 | 527 | 527 527,3+0,6 1,82 0,82

Teniendo en cuenta los tiempos de dilucion de cada solucion, se calcularon la 7, y la ng,. A
partir de estos valores, se determindé la  siguiendo la metodologia propuesta por Paz et al. (Paz et al.,

2013), obteniéndose un valor de 164,3 ml/g. Posteriormente, considerando las constantes de Mark—
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Houwink—Sakurada, con k= 0,031 ml/g y a=0,74 (Mori and Barth, 1999) se calcul6 el peso molecular

viscosimétrico del CS, resultando en 107,8 kDa.

5.2.2 Caracterizacion fisico-quimica del condroitin sulfato.

Dado que el CS utilizado es un polimero natural no previamente caracterizado y que no
corresponde a un material de grado comercial, se realizaron ensayos para su caracterizacion. Uno de
los analisis llevados a cabo fue FTIR, mediante la cual se identificaron los picos caracteristicos del CS,

asociados a las vibraciones de enlace que permiten inferir su estructura quimica. La Figura 5.1 muestra

el espectro FTIR obtenido.
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Figura 5.1. Espectro de FTIR del CS con la longitud de onda de sus grupos funcionales destacada.

En el caso del CS, la posicidn del grupo sulfato permite diferenciar entre los isémeros CS4 y
CS6. Cuando el grupo sulfato se encuentra en posicion 4, se denomina CS4, mientras que, si se
localiza en posicion 6, corresponde al isdmero CS6. El andlisis espectroscdpico permitié identificar las
bandas correspondientes al grupo amida | de ambos isémeros, ubicadas en 1630 para CS4y 1640 cm-
1 para CS6 (Myron et al., 2017). En cuanto a la distribucién de estos isémeros en el organismo, se ha

reportado que, en humanos adultos, el 90% del condroitin sulfato presente en el cartilago articular
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corresponde a CS6, mientras que en tejidos fibrosos como meniscos, ligamentos y valvulas cardiacas
predomina CS4 (Shinmei et al., 1992).

Entre los enlaces caracteristicos identificados en el espectro, destacan aquellos asociados al
grupo sulfato: la vibracién del enlace S=0, observada a 1236 cm, y la sefal correspondiente a la
vibracion S-O-C, localizada en 858 cm™. Asimismo, se identificé la banda caracteristica de los
carbohidratos (C-O-C) en 1055 cm' (T. Wang et al., 2020). También se observaron los picos
correspondientes a los grupos -CH en 2900 (Dai et al., 2018), y C=0 y -OH en y 3000-3700 cm-t,

respectivamente (Ehman, 2019).

5.3 Formulacion de hidrogeles CoPECs.

Se formularon un total de 19 hidrogeles CoPECs, de los cuales 9 pudieron ser pesados
correctamente, mientras que los 10 restantes no presentaron una formacion adecuada. En la Tabla
5.2, se resaltan en verde claro y verde oscuro los hidrogeles que lograron formarse con éxito. Aquellos
indicados en verde oscuro fueron seleccionados para los ensayos posteriores, debido a su morfologia,

textura, apariencia, peso obtenido y la posibilidad de establecer comparaciones entre ellos.
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Tabla 5.2. Combinaciones consideradas para la formulacion de hidrogeles.

Concentracion
pH polimérica (mg/ml) Sal (M) Masa (g) Caracteristicas
4 5 0 - No se formé
4 5 0,15 - No se formé
Poca cantidad
4 10 0 0,54 obtenida
4 10 0,15 - No se formo

4 15 0,15 - No se formé
4 20 0,1 - No se forméd
4 25 0,05 No se formé
4 10 Ge/20CS 0,15 0,18 Muy fragil

35 15 0,5 - No se formd
35 15 0,3 - No se formé
35 20 0,15 - No se formd
35 10 0,15 - No se formé
3,5 10 Ge/20CS 0,15 0,99 Rigido

5.4 Seleccion de hidrogeles y evaluacion de su rendimiento.

5.4.1 Respuesta de los hidrogeles ante condiciones fisiolégicas

simuladas.

Se llevaron a cabo ensayos de hinchamiento en pH 5 con 0,15 M NaCl y sin NaCl a temperatura
ambiente, asi como en PBS a temperatura ambiente y a 37 °C. Estas condiciones experimentales

fueron seleccionadas con el objetivo de replicar el entorno fisiol6gico en el que los apédsitos seran
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aplicados. En particular, se ha reportado que la acidificacion del medio cutaneo constituye una
estrategia terapéutica efectiva para la cicatrizacion de heridas. Ademas, la mayoria de las bacterias
patdégenas requieren un pH superior a 6 para su proliferacién (Proksch, 2020). En este contexto, la
seleccién de un pH 5 para los ensayos permite evaluar el desempefio de los hidrogeles en un ambiente
fisiolégico que favorece la cicatrizacion y que es relevante para el disefio de apésitos. La adicién de
NaCl simula la composicion ionica de los fluidos corporales, dado que la presencia de sales puede
influir en la capacidad de absorcién y en el hinchamiento del material, como se vio en los capitulos
previos. Por otro lado, la inmersion en PBS a 37 °C permite reproducir la temperatura corporal, variable
gue podria impactar en las propiedades del hidrogel. Todos los ensayos fueron realizados por
triplicado.

En la tabla 5.3 se observan los resultados obtenidos. Ay B son los hidrogeles formulados a pH

4y C, Dy E los formulados a pH 3,5.

Tabla 5.3. Resultados de hinchamiento y de % de GF en hidrogeles apH 3,5 (C,D,E)yapH 4 (Ay B).

Hinchamiento Hinchamiento Hinchamiento

pH5-0NaCl = pH5-0,15M NaCl SF - Tamb GF (%)
A 633+14 70,9 £ 3,8 | 270+23 751403
5 67,0£83 68,8 £ 6,7 | 21,0£18 | 753108
c| 575:33 55,8 + 16,6 | 299+21  g48+04
D 68,0£22 71,6 £2,2 | 5026  g0g+09
E| 1034x21 | 106,3+2,1 | 398+100 | gr1423

Al hinchar los hidrogeles a pH 5, no se encontraron diferencias significativas en el hinchamiento
de las muestras B, C, D y E con o sin la presencia de NaCl. Sin embargo, el hidrogel A present6 un
mayor hinchamiento a pH 5 en presencia de 0,15 M NaCl en comparacién con 0 NaCl. Ademas, el
hidrogel E fue el que alcanzé el mayor grado de hinchamiento, con diferencias significativas respecto
al resto de las formulaciones.

En SF a temperatura ambiente, los porcentajes de hinchamiento fueron significativamente
menores en comparacion con los obtenidos a pH 5, destacandose las muestras C y E como las de
mayor capacidad de hinchamiento. Al exponer los hidrogeles a PBS a 37 °C, se observé que las
muestras formuladas a pH 4 (muestras A y B) se desintegraron por completo a las 2 horas, mientras

gue aquellas preparadas a pH 3,5 (muestras C, D y E) permanecieron intactas. No obstante, a las 25
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horas, todas las muestras se encontraban degradadas. Este comportamiento se atribuye al efecto de
la temperatura y no al medio de inmersién, dado que ninguna de las muestras present6é degradacion
al ser expuesta a PBS a temperatura ambiente durante 25 horas. En funcién de estos resultados, se
concluye que los hidrogeles formulados a pH 3,5 exhiben una mayor resistencia a la degradacién a
temperatura corporal.

Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que demuestran la influencia de la
temperatura en las interacciones entre polimeros, en particular en la formacién de PECs mediante
interacciones electrostaticas, lo que repercute en la estabilidad del material (Xiong et al., 2021).
Asimismo, se ha reportado que el pH modula la carga de los polimeros, afectando tanto su interaccion

como su estabilidad estructural (Carvalho et al., 2021).

5.4.2 Interaccion y entrecruzamiento en hidrogeles formulados en

distintas condiciones: Evaluacion de fraccion de gel y potencial zeta.

Con el propoésito de cuantificar la proporcion de material que permanece en forma de gel, se
aplico el mismo protocolo descripto en el Capitulo 4 para la determinacién de la GF. Los hidrogeles
formulados a pH 3,5 presentaron valores superiores al 80 % (Tabla 5.3), mientras que aquellos
preparados a pH 4 alcanzaron aproximadamente un 75 %. Estos resultados son consistentes con los
obtenidos en los ensayos de hinchamiento, ya que los hidrogeles con un mayor grado de
entrecruzamiento exhibieron una mayor resistencia a la degradaciéon térmica en las condiciones
evaluadas.

La correlacién entre el grado de entrecruzamiento y la estabilidad térmica de los hidrogeles se
encuentra en concordancia con estudios previos que indican que un mayor nimero de puntos de
entrecruzamiento contribuye a la formacién de una red macromolecular mas densa y, por lo tanto, con
una mayor estabilidad térmica (Fernandez-Benito et al., 2023).

Posteriormente, se analizo el potencial zeta de las soluciones poliméricas formuladas a pH 4
y pH 3,5. El objetivo del ensayo fue dilucidar la interaccion entre los polimeros en distintas condiciones
de pH, concentracién polimérica y presencia de NaCl. Se considera que una menor diferencia entre el
potencial zeta del polianion y el policatiéon indica una mayor neutralizacién de las cargas superficiales

y, en consecuencia, una mayor eficiencia en la formacion de interacciones electrostaticas entre las
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cadenas poliméricas, lo que contribuye a una red mas compacta y estable (Fonseca et al., 2023;
Rodrigues et al., 2016).

Teniendo en cuenta los ensayos previos, se esperaba encontrar la menor diferencia de
potencial en los hidrogeles formulados a pH 3,5, lo cual se confirmé en los resultados, como se ve en
la Figura 5.2. En particular, las muestras C y E, correspondientes a pH 3,5, presentaron las menores
diferencias de potencial, con valores de 10,9 mV y 9,1 mV, respectivamente. En contraste, los

hidrogeles A, B y D mostraron valores de 19,1, 18,0 y 16,3 mV, respectivamente.
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Figura 5.2. Resultados del andlisis de potencial zeta en hidrogeles GCS.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el ensayo de GF, lo que sugiere que el
potencial zeta podria predecir indirectamente el comportamiento de los hidrogeles en términos de su
entrecruzamiento. Con base en estos hallazgos y en los ensayos previos, se decidié continuar

trabajando con los hidrogeles formulados a pH 3,5.
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5.5Incorporacion de nanohilos de celulosay nanoparticulas de plata
a los hidrogeles de gelatina y condroitin sulfato.

5.5.1 Formacion y evaluacién de hidrogeles de GCS compuestos con

nanohilos de celulosa.

Se observo que los hidrogeles con 10% CNWSs, 15 mg/ml de polimero y sin NaCl se formaron
correctamente; sin embargo, presentaron exudado de CNWSs. En cambio, aquellos que contenian sal
en su composicién no lograron formarse. Los hidrogeles formulados con 20 mg/ml de Ge y 10 mg/ml
de CS sin NaCl lograron formarse, aunque resultaron fragiles y también evidenciaron exudado de
CNWs. Estas concentraciones fueron seleccionadas tras evaluar diversas combinaciones y determinar
las condiciones 6ptimas para la formulacién de los apdsitos.

Los ensayos de potencial zeta indicaron que la incorporaciéon de un 10 % de CNWSs en una
solucién con 15 mg/ml de Ge resultdé en un potencial de 22,8 + 4,2 mV, mientras que en presencia de
CS el valor fue de -39,4 £ 4,7 mV. A pesar de las variaciones en la concentracion de CNWs y de su
incorporacion junto con ambos polimeros en solucidn, no fue posible obtener hidrogeles homogéneos.
Este comportamiento podria atribuirse a que la composicion de los hidrogeles de GCS no genera una
matriz lo suficientemente densa para retener los CNWs. Ademas, una dispersién inadecuada de los
nanohilos o interacciones débiles con los polimeros favorecerian la formacién de agregados,
reduciendo su incorporacién efectiva en la red polimérica y evidenciando una menor compatibilidad
con los polimeros (Cho et al., 2013).

Desde el punto de vista de la aplicacion y evaluacion de los hidrogeles mediante ensayos
adicionales, se observo que, a diferencia de los geles de QP, los de GCS presentan dificultades en su

manipulacién y en el proceso de prensado, importante para poder adaptarlos a diferentes heridas.

5.5.2 Evaluacion de la incorporacion de nanoparticulas de plata en los

hidrogeles de GCS.

La incorporacion de AgNPs en los hidrogeles de GCS tuvo como objetivo conferirles

propiedades antimicrobianas. Se observd que las formulaciones con 1 % p/p de AgNPs y

Micaela Ferrante 132



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apdsitos para heridas”

concentraciones poliméricas de 15 mg/ml o 22,5 mg/ml de Ge con 7,5 mg/ml de CS lograron formarse

correctamente, incluyendo aquellas que contenian 0,15 M NacCl (Figura 5.3).

Figura 5.3. Hidrogeles compuestos con 1% p/p de AgNPs, con 15 mg/ml de concentracién de Ge y CS sin NaCl
(a) o con 0,15 M NacCl (b) y con el doble de Ge junto con la mitad del CS sin NaCl (c) o con 0,15 M NacCl (d).

Desde el punto de vista macroscépico, los hidrogeles que contenian sal presentaron una
apariencia homogénea y una coloracion mas rojiza, mientras que aquellos sin NaCl mostraron un tono
mas grisadceo. Se ha reportado que la coloracién de los hidrogeles compuestos puede variar en funcion
de la concentracion de nanoparticulas, su tamarfio, distribucién y las interacciones con los grupos
funcionales presentes en los polimeros (Verma et al., 2017; Zakia et al., 2020)

Del analisis visual posterior a la obtencién de los hidrogeles, se observé que en la formulacién
gue contenia cantidades iguales de polimeros y NaCl se produjo la separacibn de una fase
transparente. En contraste, los demas sistemas mostraron una incorporacién homogénea de las
nanoparticulas.

Los hidrogeles sintetizados con una concentracion reducida de CS y una proporcién duplicada
de Ge presentaron una mayor masa final, a pesar de que la cantidad total de polimeros en la
formulacién se mantuvo constante. Este resultado sugiere una mayor capacidad de retencion de agua
en dichas muestras. Considerando esta observacion y la evidencia de una adecuada incorporacion de
las AgNPs en todas las formulaciones, se seleccionaron para estudios posteriores los hidrogeles con
una concentracién de 7,5 mg/ml de CS y 22,5 mg/ml de Ge, con una incorporacion de 1% p/p de

AgNPs.

5.6 Microgeles de GCS.

Como se detalla en el Anexo 2, se implement6 una modificacidn en el proceso de sintesis de

los hidrogeles con el propdsito de optimizar su aplicacién como apésitos para heridas. Inicialmente, se
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procurd obtener films, sin embargo, se determind que la modificacion del tamafio y formato del material
resultaba mas adecuada para esta aplicacion. En consecuencia, se abandond el proceso de
compactacion por centrifugacion y se desarrolld un proceso para la obtencion de particulas
micrométricas de PECs, las cuales fueron recolectadas en forma de polvo, permitiendo su aplicacion

en heridas de distintas caracteristicas y dimensiones.

La presentacion de los hidrogeles en forma de microgeles confiere ciertas ventajas en términos
de aplicacion. Diversos estudios han demostrado que el empleo de microgeles acelera el proceso de
cicatrizacion en comparacion con films o andamios, debido al incremento en el area de contacto con
la superficie de la herida (Emami and Ebrahimi, 2023). Ademas, en los Ultimos afios se han desarrollado
formulaciones de hidrogeles para el tratamiento de heridas agudas, evidenciando su capacidad para
reducir el sangrado y favorecer la cicatrizacién (Chen et al., 2022; Li et al., 2023; Pourshahrestani et
al., 2020). No obstante, hasta el momento no se han reportado antecedentes en la literatura sobre la

sintesis de microgeles mediante este procedimiento y utilizando los polimeros naturales Ge y CS.

5.6.1 Modificacion en la sintesis.

Con el objetivo de obtener microgeles adecuados para su aplicacién en el tratamiento de
heridas, se modificé el paso de centrifugacion del protocolo original de sintesis, incorporando el uso de
un spray dryer para realizar el proceso de secado por aspersion y obtener particulas de hidrogel. Esta
modificacion respondié a la necesidad de mejorar la facilidad de aplicaciéon de los hidrogeles como
apositos, dado que los geles obtenidos mediante el protocolo previo presentaban fragilidad estructural

y dificultades para su manipulacion y moldeo.

Para la nueva sintesis, se emplearon los pardmetros detallados en la seccion 2.3.3 del Capitulo
2. Mediante este procedimiento, se obtuvo un total de 0,3 g de polvo de hidrogel, lo que representa un
rendimiento parcial en comparacion con la cantidad esperada de 1,5 g. A pesar de este resultado
inferior a lo previsto, la viabilidad del proceso se mantiene, ya que el uso del spray dryer presenta
ventajas significativas, tales como su escalabilidad, la reduccion en los tiempos de sintesis y la

posibilidad de trabajar con volimenes reducidos de material.
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En la Tabla 5.4 se presentan los valores de rendimiento obtenidos para las diferentes
formulaciones sintetizadas mediante spray drying. En todas las muestras se empleé un pH de 3,5, con
concentraciones de 22,5 mg/ml de Ge y 7,5 mg/ml de CS. Las formulaciones se identificaron con la

siguiente nomenclatura:

Muestra 1: Microgel con 0 M NaCl y sin AgNPs.

Muestra 2: Microgel con 0,15 M NaCl y sin AgNPs.

Muestra 3: Microgel con 0 M NaCly con 1% p/p de AgNPs.

Muestra 4: Microgel con 0,15 M NaCl y con 1% p/p de AgNPs.

Tabla 5.4. Comparacion entre los valores de rendimiento obtenidos para las distintas muestras luego de
sintetizadas por spray drying.

1 2 3 4

Rendimiento (%) | 11,3+7,4 | 43,2+84 | 11,0£3,7 | 50,2+7,1

El método de secado por aspersion depende de miltiples parametros, entre ellos, las
temperaturas de entrada y salida, la velocidad de secado y la concentracion de polimeros utilizada
(Dong et al., 2021). Como resultado, la eficiencia del proceso vario entre las diferentes soluciones
ensayadas. Los hidrogeles que contenian NaCl en su composicién presentaron porcentajes de
rendimiento superiores en comparacién con aquellos formulados sin NaCl. El rendimiento méaximo
obtenido fue del 50,2 + 7,1 %, valor que se encuentra en el limite de los rangos esperados, dado que
porcentajes superiores al 50 % indican un proceso eficiente de secado por aspersion (Tontul and

Topuz, 2017).

Ademas de la composicion de la solucién, otro factor que afecta el rendimiento es la adhesion
de particulas a las paredes del equipo (Lima et al., 2012). Este efecto resulta mas pronunciado en
sistemas con baja temperatura de transicion vitrea (Tg), ya que favorece la adhesién de particulas a la
camara del equipo, reduciendo la cantidad de polvo recolectado. La utilizacién de equipos industriales

minimiza este efecto y mejora el rendimiento. Alternativamente, el uso de ciclones con disefio
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optimizado (LeClair et al., 2016) o la adicién de portadores como manitol, trehalosa o sacarosa en las

soluciones permite aumentar la Tg y mejorar la eficiencia del secado (Lee, 2002; Tontul & Topuz, 2017).

Otro factor critico en el rendimiento es la concentracion de soluto, la cual se ha reportado como
un parametro que incrementa la eficiencia del proceso, posiblemente debido a un aumento en la
velocidad de alimentacion de la solucion (Prinn et al., 2002). Asimismo, las temperaturas de entrada y
salida del secador influyen en el rendimiento, dependiendo de la naturaleza del material. Para
materiales sensibles a la degradacién, se prefieren temperaturas de salida mas bajas, mientras que la
temperatura de entrada estéa relacionada con la concentracion de soluto y la velocidad de alimentacion,

con valores optimos cercanos a 120 °C (LeClair et al., 2016).

El protocolo de sintesis desarrollado permiti6 la obtencion de microgeles mediante un
procedimiento sencillo, mientras que el secado por aspersion demostro ser una técnica adecuada para
la produccion a gran escala (Li et al., 2021). Con base en estos resultados, se llevo a cabo un estudio
en el que se modificaron algunas de las variables del proceso con el objetivo de optimizar el

rendimiento. Los resultados de este analisis se presentan en el Anexo 3.

En las Figuras 54 y 5.5 se observan los microgeles en estado seco e hidratado,

respectivamente. Se evidencia una variacion en el color de las muestras en funcién de su composicion.

Figura 5.4. Microgeles de GCS.
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Figura 5.5. Microgeles de GCS hidratados. De izquierda a derecha: muestra 1, 2, 3y 4.

5.7 Andlisis espectroscopico de los microgeles.

Se llevo a cabo el andlisis espectroscopico para comparar los espectros obtenidos de los
hidrogeles formulados en la seccién 5.3 con los de los microgeles, asi como para evaluar si la

incorporacion de AgNPs modifica las interacciones del hidrogel. Los resultados se presentan en la

Figura 5.6.
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Figura 5.6. Espectros de FTIR de los polimeros Ge y CS y de los microgeles 1, 2, 3y 4.

El espectro del CS exhibe picos caracteristicos en distintas regiones, los mismos fueron

analizados en la seccion 5.2.2. Estos picos también se encuentran en los microgeles. En estos ultimos,
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se destaca un pico a 1543 cm™ que no esta presente en el espectro del CS, corresponde al grupo -
NH: de la Ge, por lo tanto, dicho pico también se observa en el espectro de la Ge (Chaibi et al., 2015).
En el CS, en la region entre 1500-1700 cm™, se observa una banda ancha que en los hidrogeles se
resuelve en dos picos mas definidos (1543 y 1660 cm™1). Ademas, hay un pico en 1416 cm que esta
levemente desplazado en el espectro de los microgeles. Estas diferencias probablemente
correspondan a interacciones entre los grupos funcionales presentes en los microgeles. Sin embargo,
la interpretacion de los espectros es compleja, ya que ambos polimeros presentan bandas de absorcion
en regiones similares, lo que genera una superposicion de picos y dificulta la asignacién precisa de las
sefiales (Gonzalez et al., 2020).

La presencia de NaCl no genera sefales en el espectro de FTIR, ni se observd ausencia o
desplazamiento de picos en los espectros de los hidrogeles con NaCl en su composicion en
comparacion con aquellos sin sal. De manera similar, la adicion de AgNPs no produjo diferencias
notables en la apariciéon ni en el desplazamiento de picos en los espectros FTIR de estos geles. Esto
sugiere que las AgNPs no alteran significativamente las interacciones moleculares observadas o que
las modificaciones son sutiles. Resultados similares han sido reportados en estudios previos (Mourad

et al., 2019; Varaprasad et al., 2011).

5.8 Evaluacién de las propiedades térmicas.

El andlisis de TGA se realiz6 sobre el polvo de los microgeles y los polimeros individuales. En
todos los casos, se observé una primera etapa de pérdida de masa atribuida a la eliminacion del agua

residual (Panwar et al., 2023), tal como se ve en la Figura 5.7.

Micaela Ferrante 138



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apdsitos para heridas”

100 20
1 L
2 1,8
80 - —i [
S — el
S 60- (29
E 233,9 N
° | L10S
8 y 08 O
- " L 0,8 O
o 409 i, 332,6 B
E _I\ ! | e + ] 016
i / \ I
V ! B
20—\" : ‘/IL(\ \\ I o
Ky ! ) /N \
t‘\\\ I //7\‘_ \\\\\\\ . 783,}‘\-0,2
NS ” It PR 25 . Y
0

T T T T T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 5.7. Resultado de TGA de los microgeles y de los polimeros Ge y CS, con las curvas de masa residual
(lineas sdlidas) y de DTGA (lineas discontinuas) en funcién a la temperatura.

Posteriormente, la Tmax Se registré en torno a 332,6 °C para la Ge, con un pico amplio en la
curva correspondiente a la derivada de la masa residual. En el caso del CS, se observaron dos picos
de degradacion, el mas intenso a 233,9 °C y el segundo a 783,1 °C. Para los microgeles, los valores
de Tmax Se encontraron dentro del rango de temperaturas de degradacion de los polimeros individuales.

Los microgeles con NaCl presentaron valores mas altos de Tmax, tanto en ausencia de AgNPs
(311,0 °C frente a 271,3 °C) como en su presencia (316,7 °C frente a 280,4 °C). No obstante, las
diferencias en Tmax entre los sistemas con y sin AgNPs no resultaron significativas.

Por otro lado, el porcentaje de masa residual al finalizar el ensayo fue mayor en los microgeles
con NaCl en comparacién con los formulados sin sal y con los polimeros individuales. Estos resultados
indican que la incorporacion de NaCl mejora las propiedades térmicas de los microgeles, mientras que

la adicion de AgNPs no genera cambios evidentes en este aspecto.

5.9 Tamaino y morfologia de las particulas de microgeles.

El tamafio y la morfologia de las particulas de microgeles fueron analizados mediante SEM.
En la Figura 5.8 se presentan imégenes de los hidrogeles sin NaCl ni AgNPs. En promedio, el &rea de

cada particula fue de 6,0 + 1,3 um?2, con morfologias redondeadas y elipsoides.
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Figura 5.8. Micrografias de SEM de hidrogeles GCS sin NaCl ni AgNPs: (a) polvo liofilizado de microgeles, (b)
microgeles liofilizados tras hincharse en agua destilada y (c) hidrogeles con menor concentracion en agua.

Al hidratarse, estos microgeles experimentan modificaciones estructurales, formando redes y
uniéndose entre si (Figura 5.8 b y c¢). Este comportamiento puede estar relacionado con la teoria de
formacion de PECs, la cual postula que las interacciones electrostéticas entre los polielectrolitos
conducen a la formacidon de microagregados sélidos. Estos agregados pueden luego fusionarse y
generar un complejo liquido, alterando su estructura en fase liquida (Srivastava and Tirrell, 2016).

La incorporacién de NaCl provocd modificaciones en el tamafio de las particulas de los
microgeles, resultando en estructuras de mayor tamafo. En particular, las particulas presentaron un
area promedio de 85,6 + 35,9 um?, como se observa en la Figura 5.9. Ademas, se aprecié una
diferencia en el tamafio de las particulas al incorporar AgNPs, observandose un aumento exponencial

en el tamafio promedio de los hidrogeles, tanto con NaCl como sin él.
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Figura 5.9. Resultado del area de las particulas de los diferentes microgeles.

Suponiendo que las particulas presentan una morfologia perfectamente redondeada, los
radios promedio de los microgeles fueron de 1,4 ym, 5,2 uym, 6,7 umy 99,7 um para las muestras 1, 2,
3y 4, respectivamente. Estos resultados evidencian que la adicion de NaCly AgNPs durante la sintesis
modifica de manera notable el tamafio de las particulas obtenidas. Las diferencias en cuanto a las
propiedades y caracterizacién de los geles estaran relacionadas con estas variaciones en el tamafio
de las particulas.

Cabe sefialar que el tamafio de las particulas, entre otros factores, depende de los parametros
utilizados durante el proceso de spray. Dado que se emplearon los mismos parametros para las cuatro
muestras, se concluye que la diferencia en el tamafio de las particulas esta asociada a la composicion

especifica de los microgeles.

5.10 Impacto de NaCl y AgNPs en la absorcién de aguay el grado de

hinchamiento de los microgeles.

Los hidrogeles desarrollados demostraron una excelente capacidad para absorber agua, con
valores que variaron entre un 200% y un 800% de absorcion. La Ge, utilizada como control, presenté

la mayor capacidad de absorcién, lo cual era esperado debido a sus caracteristicas conocidas de alta
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absorcién de agua (Lv et al., 2022). Este resultado resalta la efectividad de los hidrogeles en términos
de capacidad de hinchamiento, un factor clave en la aplicacion de estos materiales, especialmente en
contextos biomédicos (Vo et al., 2022). Los valores de absorcién fueron comparables entre la Ge sola

y el hidrogel sin NaCl ni AgNPs (muestra 1), tal como se observa en la Figura 5.10.
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Figura 5.10. Resultados de porcentaje de absorcion de agua para los microgeles (1,2,3 y 4) y los polimeros
solos (Ge y CS).

En particular, el CS mostré una absorcién de agua inferior al 50%, lo que se atribuye a su alta
solubilidad y justifica su uso en combinacién con otros polimeros para mejorar la estabilidad (Fajardo
et al., 2012).

La adicion de NaCl (muestra 2) resultd en una ligera disminucién en la absorcion de agua, lo
gue es consistente con la literatura. Se ha demostrado que los iones Na* y CI~ pueden alterar la
estructura de las cadenas poliméricas, neutralizando los grupos funcionales cargados y reduciendo la
afinidad del hidrogel por el agua (Costa et al., 2015).

En cuanto a la incorporacién de AgNPs, se podria esperar que las nanoparticulas agranden
las redes poliméricas y que su carga superficial aumente la afinidad del hidrogel por el agua, mejorando
asi su capacidad de hinchamiento y absorcidon de agua (Ahmed and Aggor, 2010). Sin embargo, no
siempre se observa este comportamiento, ya que las AgNPs pueden no tener un efecto significativo

en la capacidad de absorcion de agua del hidrogel (Yu et al., 2007). En este estudio, se observé que

Micaela Ferrante 142



Tesis doctoral - “Biohidrogeles basados en complejos polielectrolitos como apdsitos para heridas”

el hidrogel sin sal presentd una disminucion en la capacidad de absorcion de agua (muestra 3). Sin
embargo, la combinacién de AgNPs y NaCl (muestra 4) mostré un aumento en la absorcion de agua
en comparacién con la muestra 2, que contenia NaCl sin AgNPs, sugiriendo que las AgNPs podrian
influir en esta propiedad y mejorar la retencién de agua bajo ciertas condiciones.

Para evaluar si estos resultados coinciden con lo observado al dejar hinchar las muestras
durante distintos tiempos en SF a 37 °C (simulando condiciones corporales), se realizaron ensayos de
hinchamiento. Como era esperable y en concordancia con el ensayo anterior, la Ge presenté valores
de hinchamiento mayores en comparacion con las demas muestras. Ademas, se observaron
variaciones en el grado de hinchamiento con el paso del tiempo, alcanzandose los valores mas altos a

los 15 minutos de exposicién. Estos resultados se presentan en la Figura 5.11.
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Figura 5.11. Porcentaje de hinchamiento obtenido para los hidrogeles y los polimeros a los distintos tiempos: 1,
6, 15, 30, 60 y 120 (de izquierda a derecha).

No se observo un hinchamiento apreciable en el CS, lo que coincide con su baja capacidad de
absorcién previamente reportada. En cuanto a los microgeles, luego de 2 horas de estudio, los valores
mas altos de hinchamiento se registraron en la muestra 2, que contiene NaCl en su composicion,
alcanzando un valor cercano al 400%. Sin embargo, en los tiempos iniciales, las muestras 1y 3 (sin
NaCl) presentaron diferencias significativas respecto a las muestras 2 y 4, con un mayor grado de

hinchamiento, que oscilé entre un 500% y un 600% aproximadamente. Se observé ademas que el
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grado de hinchamiento varié en funcion del tiempo de exposicién, con valores maximos a los 15
minutos.

En lo que respecta a la incorporacion de AgNPs, los resultados indicaron que los valores de
hinchamiento fueron comparables a los obtenidos en las muestras sin nanoparticulas. Esto sugiere
gue la presencia de AgNPs no afecta significativamente el comportamiento de hinchamiento en las

condiciones evaluadas.

5.11 Estabilidad de los microgeles.

Con base en el ensayo previo, en el cual el hinchamiento de los materiales arrojé valores
superiores para la Ge en comparacién con los hidrogeles, se procedid a evaluar su comportamiento a
temperatura fisiolégica (37 °C). Dado que el hidrogel se encuentra entrecruzado con CS, se espera
gue su degradacion sea mas lenta en comparacién con la Ge sin modificar.

Los resultados obtenidos indicaron que la Ge se desintegré casi de manera instantanea,
mientras que el hidrogel requiri6 mas de una hora para desintegrarse por completo. En la Figura 5.12

se presentan los hidrogeles tras 10 segundos de exposicion en el ensayo.

Figura 5.12. Desintegracion del hidrogel de Ge solo (a) en comparacion con la desintegracion parcial del hidrogel
de GCS(b) luego de 10 segundos de colocados en agua destilada a 37 °C.

Estos resultados evidencian la ventaja de emplear el hidrogel entrecruzado en lugar de la Ge
sola, ya que su estabilidad y duracién son superiores. En términos de aplicacion, se prevé que los

microgeles permanezcan en la herida durante el tiempo necesario para la coagulacién sanguinea y el
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control de la hemorragia. Ensayos in vitro realizados con sangre entera determinaron que este proceso
suele completarse entre 5y 7 minutos bajo condiciones normales (Gaharwar et al., 2014; Peng et al.,

2021).

5.12 Ensayos bioldgicos.

5.12.1 Ensayos antimicrobianos.

El ensayo se llevé a cabo conforme al protocolo descrito en el Capitulo 2. Los resultados

obtenidos se presentan en la Tabla 5.5.

Tabla 5.5. Medidas del halo de inhibicién (mm) contra E. coli y S. aureus luego de 24 horas de incubacion.

Sin AgNPs (mm) Con 1% AgNPs (mm)

1 2 3 4

E. coli 183+7,6%( 13,3+29 [43,3+11,5|38,3+2,9

S.aureus | 10,7+1,1 | 9+85* |483+29|40,3+0,6
*No se observa halo definido, pseudohalo (es decir que se ralentiz6 el crecimiento bacteriano). **Una

de las réplicas no presento halo.

La adicion de AgNPs incrementé la actividad antimicrobiana de los geles, observandose
valores comparables tanto para E. coli como para S. aureus. Estos resultados eran esperables por la

actividad antimicrobiana de las AgNPs, que fue mencionada en el Capitulo 4, seccién 4.2.

5.12.2 Hemodlisis como prueba clave para la aplicacién de los microgeles

en heridas agudas.

El ensayo de hemodlisis se realizd con el propdsito de evaluar la interaccion de los materiales
con los gldbulos rojos. Tras el cultivo y la centrifugacion, el sobrenadante de las muestras se observa

en la Figura 5.13, donde las diferencias entre las formulaciones con y sin AgNPs son evidentes.
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Figura 5.13. Resultados de las pruebas hemoliticas de las cuatro muestras y los controles (positivos y negativos)
y porcentaje de hemdlisis de todas las muestras, notdndose una diferencia significativa entre muestras con o sin
AgNPs y con la adicion de NaCl.

En el caso de concentraciones elevadas de microgeles, se observé una mayor absorcion de la
solucién de glébulos rojos, lo que se detalla en el Anexo 4. Este comportamiento sugiere que los
microgeles pueden interactuar con los eritrocitos y formar geles in situ, lo que resulta de interés para
aplicaciones en el control del sangrado, como se discute en mayor profundidad en el Anexo 4.

Los resultados indicaron diferencias significativas en los porcentajes de hemodlisis entre las
muestras con AgNPs y aquellas sin nanoparticulas. Las primeras presentaron valores superiores al
50%. A pesar de que los microgeles con AgNPs mostraron una mayor eficacia antibacteriana y
propiedades favorables de absorcion de agua e hinchamiento, su aplicacion en heridas agudas podria
verse limitada por el incremento en la hemdlisis. En este sentido, futuras investigaciones podrian
explorar formulaciones con concentraciones reducidas de AgNPs o evaluar el impacto de otros agentes
antimicrobianos sobre la viabilidad de los globulos rojos.

Segun la norma ASTM F756-00 (ASTM International, 2000), los materiales con un porcentaje
de hemdlisis superior al 5% se consideran hemoliticos. Todas las muestras analizadas presentaron

algun grado de hemolisis. No obstante, la adicion de NaCl redujo los valores promedio de hemodlisis en
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los microgeles (8,6 + 1,4 % con NaCl frente a 12,2 + 2,9 % sin NaCl), con una disminucién aiin mas
pronunciada en las formulaciones con AgNPs. Asimismo, los microgeles con NaCl mostraron un mejor
rendimiento general. En funcién de estos resultados, la formulacién 6ptima para el manejo de heridas
incluiria GCS y NaCl 0,15 M, acompafiado de un agente antibacteriano cuya incorporaciéon no

incremente significativamente el porcentaje de hemodlisis.

5.13 Conclusiones del capitulo.

Se formularon y seleccionaron para su caracterizacion los hidrogeles sintetizados a pH 4 con
concentraciones de polimeros de 10 o 15 mg/ml y sin NaCl. Asimismo, se eligieron los hidrogeles
formulados a pH 3,5 con 15 mg/ml de polimeros con y sin 0,15 M NacCl, y aquellos a pH 3,5 con 10
mg/ml de Ge y 20 mg/ml de CS, sin NaCl. Al evaluar el comportamiento en PBS a 37 °C, los hidrogeles
formulados a pH 4 se degradaron completamente tras 2 horas de incubacion, ademas su hinchamiento
a Tamp fue menor en comparacién con los formulados a pH 3,5 y la diferencia de potencial zeta entre
las soluciones poliméricas fue mayor. Considerando estos resultados, se decidid continuar la
caracterizacion con las formulaciones a pH 3,5. Se evalué la incorporacién de refuerzos, pero no fue

posible incorporar CNWs a los hidrogeles; sin embargo, se logro integrar exitosamente AgNPs al 1%

p/p.

La modificacién del método de sintesis hacia la obtencién de microgeles, mediante secado por
aspersion en lugar de centrifugacion, resulté exitosa. El rendimiento fue superior en los microgeles que
contenian NaCl. Los espectros obtenidos mostraron la presencia de los grupos carboxilo y amino,
caracteristicos de los polimeros utilizados y de los microgeles. Las propiedades térmicas de los
microgeles mejoraron con la adicion de NaCl, mientras que la incorporacion de AgNPs no generé

variaciones significativas.

En los analisis de microscopia, se evidenciaron cambios estructurales al hidratar el polvo de
los microgeles, observandose ademéas que el tamafio de las particulas varia en funcién de la
formulacién empleada. Los ensayos de absorcion de agua e hinchamiento permitieron prever el
comportamiento de los microgeles al ser aplicados; el mayor hinchamiento se registré a los 15 minutos

de exposicién. Para diferenciar los microgeles de los polimeros individuales y analizar el efecto de su
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interaccién, se realizd6 un ensayo de degradacién. A diferencia de la Ge sola, la degradacion del

microgel se produjo varias horas después, indicando una mayor estabilidad estructural.

En los ensayos biolégicos, los microgeles demostraron actividad antimicrobiana al incorporar
AgNPs. Sin embargo, el porcentaje de hemdlisis fue significativamente mayor en presencia de las
nanoparticulas, superando los limites recomendados. Por lo tanto, para la aplicaciéon prevista, resulta
mas conveniente considerar el uso de microgeles sin AgQNPs. Asimismo, seria pertinente ajustar ciertos

parametros del proceso de secado por aspersion para optimizar el rendimiento.
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6 CONCLUSIONES GENERALES.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal el desarrollo de PECs con potencial aplicacion
en apositos para heridas. A lo largo del estudio, se lograron formular con éxito CoPECs utilizando Q y
P, tras evaluar diferentes combinaciones de concentracién de polimeros, pH de formulacién y
concentracion de NaCl. La seleccion de las formulaciones méas adecuadas se llevd a cabo mediante la
caracterizacion integral de los hidrogeles obtenidos, analizando su morfologia a nivel macroscépico y
microscopico, su capacidad de hinchamiento, sus propiedades térmicas, mecanicas y fisicoquimicas.
Ademas, la adiciobn de NaCl permiti6 la obtencion de materiales saloplasticos, evidenciandose
modificaciones en la morfologia y en las propiedades térmicas de los hidrogeles.

Posteriormente, se incorporaron diferentes componentes con el proposito de optimizar sus
propiedades, incluyendo LD como compuesto activo, AgNPs y CNWs como refuerzos. Estos
componentes fueron incorporados de manera individual en formulaciones especificas para evaluar su
impacto en las propiedades de los hidrogeles. Los ensayos de liberacion confirmaron la capacidad de
los hidrogeles para vehiculizar LD, mientras que la incorporacién de CNWSs permitié6 determinar el
porcentaje 6ptimo de adicion. Sin embargo, los hidrogeles con AgNPs no mostraron un aumento
significativo en su actividad antimicrobiana, por lo que no se continué con su investigacion.

Se realizaron ensayos de GF y WVTR, ambos relevantes para la aplicacion en apésitos. A
partir del WVTR, se establecid que los hidrogeles presentaban propiedades adecuadas para su uso en
el tratamiento de quemaduras de primer grado. Ademas, los ensayos de biocompatibilidad celular
evidenciaron que la presencia de NaCl disminuye la viabilidad celular, mientras que la adicién de LD o
CNWs al 10% mejora significativamente esta propiedad en los hidrogeles con sal. La incorporacion de
CNWs no afecté la actividad antimicrobiana de los hidrogeles, observandose actividad en todas las
formulaciones. En cuanto a la degradacion en condiciones fisiolégicas, los hidrogeles perdieron mas
del 10 % de su masa en el primer dia, alcanzando valores inferiores al 40 % tras 21 dias de incubacién.
Este proceso de degradacion resulta favorable para su aplicacion en apdsitos, ya que acompafia la
progresion natural del proceso de cicatrizacion.

En colaboracion con estudiantes de la UBA, se establecio que la forma mas adecuada de
aplicacién de estos hidrogeles es en formato de parches, en un empaque cerrado con SF para
hidratacion inmediata al momento de su uso. Se llevaron a cabo estudios de estabilidad en diferentes

condiciones de almacenamiento, determinandose que los hidrogeles conservaron sus propiedades
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mecanicas y estructurales sin alteraciones significativas durante 60 dias. Sin embargo, posteriormente
se observo una disminucion progresiva en el médulo de compresion, indicando una leve pérdida de
resistencia mecanica. A pesar de ello, la microestructura y la morfologia se mantuvieron estables. La
degradabilidad de los hidrogeles en SF a 37 °C confirm6 su idoneidad para aplicaciones biomédicas,
con una tasa de degradacién que se acelerd en presencia de NaCl.

Ademas de los hidrogeles desarrollados a partir de Q y P, se sintetizaron CoPECs de Ge y CS,
a los que también se adicion6 NaCl para la obtencion de materiales saloplasticos. Sin embargo, estos
hidrogeles presentaron diferencias estructurales significativas, siendo altamente fragiles y de dificil
manipulaciéon tras su compactacién. A pesar de esta limitaciéon, se realizaron estudios de
caracterizacion mediante ensayos de hinchamiento, potencial zeta y GF, entre otros. La incorporacién
de CNWs a estos hidrogeles no permitié obtener una formulacién homogénea, mientras que la adicion
de AgNPs se llevd a cabo con éxito, logrando una dispersién homogénea en la matriz polimérica, de
manera tal que queden al 1% p/p de nanoparticulas.

Dado que los hidrogeles de GCS compactados no pudieron ser moldeados para su aplicacion
final, se optimiz6 el método de sintesis para obtener microgeles mediante secado por aspersion (spray
dryer) en lugar de centrifugacion. Utilizando parametros previamente determinados como 6ptimos, se
formularon microgeles en polvo, cuya aplicacion esta dirigida al tratamiento de heridas agudas con
necesidad de control rapido del sangrado. Este enfoque permitié6 desarrollar un método de sintesis
simple y escalable.

Los microgeles obtenidos fueron caracterizados en profundidad. Las imagenes obtenidas por
SEM revelaron la formacion de redes tridimensionales tras su hidratacion. Los estudios de absorcion
de agua e hinchamiento en condiciones fisiolégicas mostraron que el mayor hinchamiento ocurre a los
15 minutos. Los ensayos de actividad antimicrobiana evidenciaron un incremento significativo en la
actividad bactericida con la incorporacion de AgNPs. Sin embargo, los ensayos de hemodlisis
demostraron un aumento en la destruccion de eritrocitos en presencia de nanoparticulas, aunque este
efecto se vio atenuado en formulaciones que contenian NaCl. Asimismo, la sintesis de microgeles con
NaCl presenté un mayor rendimiento en comparacion con aquellas sin sal.

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo permitieron la redaccion de cuatro articulos

cientificos, con perspectivas de una publicacién adicional en el futuro.
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6.1 Trabajos futuros.

En relacién con los hidrogeles de QP, resulta relevante optimizar el proceso de sintesis para
hacerlo rentable y escalable, dado que la utilizacién de la centrifuga para su compactacién representa
una limitacion en este aspecto. Ademas, seria pertinente realizar un mayor nimero de ensayos in vivo
en modelos de heridas por quemaduras, tanto en animales como en humanos, con el objetivo de
evaluar su desempefio en condiciones clinicas. Asimismo, se considera de interés profundizar en el
estudio de la cinética de liberacion de otros farmacos a partir de estos hidrogeles.

Por otro lado, en lo que respecta a los microgeles de GCS, seria conveniente evaluar su
sintesis a gran escala y determinar si el empleo de equipos de mayor tamafio influye en el rendimiento
de la reaccién. Asimismo, resulta relevante modificar los parametros del spray dryer para analizar su
impacto en la cantidad de microgeles obtenidos. La realizacién de ensayos in vitro adicionales,
incluyendo pruebas con cultivos celulares, permitiria obtener una caracterizacion mas completa de la
biocompatibilidad y funcionalidad de los microgeles. Finalmente, los ensayos in vivo en modelos

animales y en humanos serian fundamentales para validar su aplicacién en el tratamiento de heridas.
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7 ANEXOS

ANEXO 1: Citotoxicidad celular.

1.1 Evaluacion del método de los estudios de citotoxicidad.

1.1.1 Primer ensayo de citotoxicidad.

El primer ensayo realizado para evaluar el efecto citotoxico de los hidrogeles consistié en un
cultivo celular utilizando una linea celular de fibroblastos humanos (MRC-5). Se empleé el método de
citotoxicidad directa segin la norma ISO 10993-5 (International Organization for Standardization,
2009), poniendo en contacto los hidrogeles con la monocapa celular. Para ello, se cultivaron 10.000
células por pocillo en una placa de 96 pocillos.

Como control positivo se utilizé la adicion de células sin hidrogeles, mientras que como control
negativo se utilizaron los pocillos sin células. Se analizaron un total de 8 muestras diferentes: QP-0,
QP-0-10%CNWSs, QP-0-20%CNWs, QP-0-LD, QP-0,15, QP-0,15-10%CNWSs, QP-0,15-20%CNWs y
QP-0,15-LD. De cada muestra se realizaron 8 réplicas. Los hidrogeles fueron previamente prensados,
cortados en circulos de 4 mm de diametro, liofilizados y esterilizados por irradiacion ultravioleta durante
15 minutos de cada lado. Antes de la incorporacién de los hidrogeles en el cultivo celular, estos fueron
hinchados en PBS estéril durante aproximadamente 15 minutos.

Una vez cultivadas las células, estas se incubaron a 37 °C con 5 % de CO: durante 24 horas,
hasta observarse la formacion de una monocapa celular. Posteriormente, se reemplaz6 el medio de
cultivo por uno nuevo y se agregaron los hidrogeles previamente esterilizados e hinchados. Se mantuvo
la incubacién durante 24 horas en las mismas condiciones iniciales. Posteriormente, se retiraron los
hidrogeles y se realiz6 el ensayo de determinacidén de reduccion metabdlica mediante el bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Después de dos horas de incubacién con el reactivo,

se desechd el MTT y se afiadio dimetilsulfoxido para solubilizar los cristales formados. La absorbancia
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de cada pocillo fue medida y, a partir de estos valores, se calculé el porcentaje de viabilidad celular
utilizando la Ecuacion 2.13.

Los resultados obtenidos mostraron valores promedio de viabilidad menores al 80 %, lo que
indica que los hidrogeles evaluados presentan algun grado de citotoxicidad. Sin embargo, este
resultado puede estar asociado con las condiciones del ensayo, ya que es posible que la cantidad de
células sembradas no haya sido suficiente en relacion con el tamafio y peso de los hidrogeles
utilizados. Ademas, es relevante considerar que el método de MTT podria no haber sido el mas
adecuado para esta evaluacion especifica. En funcién de estos aspectos, se opté por realizar una
evaluacion adicional para verificar si existian variaciones en los valores de viabilidad celular utilizando

los hidrogeles en diferentes tamarfios de placas.

1.1.2 Determinacion del tamafio de placas adecuado.

En este segundo ensayo, se emplearon los mismos parametros utilizados en el ensayo
anterior. La concentracion celular fue de 1x10°% células por pocillo en placa de 96 pocillos, 3x10° células
en placa de 48 pocillos y 6x10° células en placa de 24 pocillos. Después de la formacion de la
monocapa celular, se incorporaron los hidrogeles. Como en el ensayo anterior, se consideré como
control positivo la monocapa sin los hidrogeles y como control negativo los pocillos sin células. La
viabilidad celular fue medida 24 horas después de la incubacion utilizando el protocolo de MTT. Los
hidrogeles fueron retirados antes de la adicion del reactivo.

Se observé que a medida que aumentaba el area del pocillo, también lo hacia la viabilidad
celular. Sin embargo, todas las muestras mostraron signos de citotoxicidad. La relacion 6ptima entre
el area del hidrogel y el area del pocillo es 1:10 (Stota et al., 2021), lo que motivé el calculo de esta
relacién, como se muestra en la Tabla Al.1. Es importante sefialar que tanto la cara inferior como la
superior del hidrogel estan en contacto con el medio debido a la tridimensionalidad del mismo. Con
base en estos resultados, se decidié continuar utilizando la placa de 24 pocillos con hidrogeles de 4

mm de diametro.
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Tabla Al.1. Resultados de la relacién entre el area del hidrogel y area del pocillo y de viabilidad celular en placas
con pocillos de distintos tamarios, colocando discos de hidrogeles de 4 mm de diametro o medio disco.

. i Viabilidad (%)
Area del pocillo
Pocillos (cm?) Area hidrogel/area pocillo QP-0 | QP-0,15
96 0,32 0,75 39,4 24,4
48 1,10 0,22 41,6 28
24 1,90 0,13 59,5 46,8
24 - Medio
hidrogel 1,90 0,06 62,9 60,2

Se opto por repetir el ensayo, variando el &rea de los hidrogeles en relacién con el area de la
monocapa celular. Para ello, se utilizd el mismo procedimiento en placas de 24 y 48 pocillos. En la
placa de 24 pocillos, ademas, se incorporaron hidrogeles cortados a la mitad para reducir ain mas su
area. La viabilidad celular obtenida se observa en la tabla Al1.1.

Los resultados obtenidos indicaron que, al reducir el area del hidrogel en relacién con el area
del pocillo, se lograron valores de viabilidad celular mayores. Esto sugiere que la relacion entre el &rea

del hidrogel y el area del pocillo es un factor importante a tener en cuenta en estos estudios.

1.1.3 Método de mediciéon de viabilidad: MTT o resazurina.

Para determinar si la eleccién del método de medicién podria estar afectando los resultados
obtenidos, se compararon el método de MTT con el de resazurina. En este caso, debido a cuestiones
de disponibilidad, se utilizaron células de fibroblastos de raton N38.

Los resultados mostraron que la prueba de resazurina presentdé menor desviaciéon entre
réplicas en los grupos de control. Ademas, este método evita el uso de solventes adicionales que
podrian interferir con la estructura del hidrogel. Por otro lado, el promedio de viabilidad entre el control
positivo (células sin hidrogel) y el control negativo (pocillos sin células) fue superior utilizando
resazurina en comparacion con MTT.

En base a estos resultados, se decidié continuar con las pruebas utilizando resazurina.

Ademas, se evalud la forma de lectura de las placas, comparando la lectura desde arriba y desde
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abajo. Se observo que habia menor desviacion al realizar la lectura desde arriba, por lo que se adoptd
este enfoque de manera continua.

En conclusion, los ensayos preliminares permitieron optimizar el procedimiento para evaluar la
citotoxicidad de los hidrogeles. Se determind que la relacién entre el area del pocillo y el hidrogel en
contacto con la monocapa celular es un factor critico. Por lo tanto, se decidié utilizar placas de 24
pocillos con la concentracion celular inicial recomendada para este tipo de placas, y se continuo

utilizando resazurina para la medicién de viabilidad, con la lectura de las placas desde arriba.
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ANEXO 2: Modificacidon en la sintesis
de hidrogeles CoPECs de GCS a

microgeles.

Debido a la forma en que se obtienen los CoOPECs, estos adoptan la forma de la base del tubo
de centrifuga. Dado que los mismos son fragiles, al someterlos a compresion para modificar su forma,
tienden a romperse 0, si no se rompen, regresan a su forma original. Por esta razén, no es posible
realizar ensayos de compresion ni de WVTR, ya que no se obtiene una forma geométrica homogénea.
Ademas, se considera mas favorable que los hidrogeles presenten una morfologia distinta para su
aplicacion en apositos.

Con el objetivo de modificar la morfologia de los hidrogeles, se realizaron pruebas adicionales.
La formulacion inicial de los hidrogeles se mantuvo, pero antes de centrifugar, el contenido se dividié
en frascos que fueron llevados a la heladera o a temperatura ambiente, con el fin de evaluar si el
hidrogel precipita de forma natural sin necesidad de centrifugacion. No se observaron diferencias a
nivel macroscépico entre ambos frascos. Posteriormente, se retir6 el sobrenadante y se dejo el
precipitado en una placa de Petri durante 24 horas a temperatura ambiente para su secado. Como
resultado, se formé un film que no se rompi6 facilmente ni se quebrod (Figura A2.1a). Sin embargo, al
agregar agua destilada, después de 20 minutos, el hidrogel se hinchd, pero se desarmé, lo que sugiere

gue no se habia compactado correctamente.

Figura A2.1. Aspecto macroscoépico de los hidrogeles mediante distintas técnicas de formacion. Sin centrifugar,
habiendo dejado secar el gel 24 horas a temperatura ambiente (a) o centrifugado, comprimido y luego de 24
horas en heladera (b).
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Ademas, se realiz6 una prueba consistente en centrifugar la muestra a distintas velocidades y
tiempos. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
e 1500 rpm x 5 — No hubo diferencia
e 3000 rpm x 10’ — No hubo diferencia
e 6500 rpm x 5 — No hubo diferencia
e 8500 rpm x 5 — No hubo diferencia
Posteriormente, se almacend el precipitado en la heladera para que adquiriera mayor
consistencia, se elimino el agua restante y se comprimié con la base de un vaso. Finalmente, el hidrogel
se desarmé (Figura A2.1b).
Ante estos resultados, se decidié modificar el proceso de sintesis para obtener microgeles de

GCS en lugar de los CoPECs originales.
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ANEXO 3: Secado por aspersion.

3.1 Modificacion de parametros del spray dryer y su influencia en el
rendimiento.

3.1.1 Muestra mas diluida.

Con el fin de evaluar el impacto de la concentracion de los polimeros en la solucion, se preparé
nuevamente la sintesis utilizando concentraciones menores de polimeros. En lugar de 22,5 mg/ml de
Ge, se utilizé 2,25 mg/ml. La solucién de CS también se redujo en un factor de 10.

El rendimiento obtenido en esta condicion fue del 10,4%, sin que se observaran mejoras
respecto a la muestra mas concentrada (11,3%) al preparar 100 ml de solucién. No obstante, la muestra
no se adhiri6 al tubo como sucedid con la muestra mas concentrada y, ademas, las particulas de polvo
obtenidas mostraron un tamafio mas homogéneo a nivel macroscopico. Aunque algo de muestra
permanecié adherida a la camara, la cantidad fue menor que en el caso de la muestra mas
concentrada. Este factor resulta determinante en el rendimiento cuando se utiliza Ge, como se indicé
en estudios previos (Kanwate et al., 2019). Por lo tanto, se decidi6 realizar nuevas pruebas utilizando

la muestra diluida.

3.1.2 Variacion en la cantidad inicial de solucién.

Al preparar 200 ml de solucion en lugar de 100 ml, se observo un aumento en el rendimiento,
alcanzando un 50,9%, sin modificar el resto de los parametros.
Para ver si esto se ve modificado con la variacion en las temperaturas iniciales se decidid

probar utilizando también 200 ml pero variando las temperaturas de entrada.

3.1.3 Variacion en las temperaturas iniciales.

Segun los resultados obtenidos mediante TGA, tanto los polimeros como los microgeles no
presentan degradacion a temperaturas inferiores a 233°C, por lo que se considerd seguro modificar la
temperatura inicial para evaluar su impacto en el rendimiento. Se probaron distintas temperaturas

iniciales, obteniendo los siguientes resultados:
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e Temperatura inicial de 160 °C: rendimiento de 36,7 %.
e Temperatura inicial de 80 °C: rendimiento de 29,9 %.

e Temperatura inicial de 120 °C: rendimiento de 50,9 %.

En conclusion, se continuara utilizando la temperatura inicial de 120 °C en muestras diluidas y con

200 ml minimo.
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ANEXO 4: Interaccidon microgeles-

globulos rojos.

Al realizar el mismo procedimiento utilizado en el ensayo de hemdlisis, pero empleando una
mayor concentracion de particulas de microgeles, se observé la formacion de tapones, con los glébulos
rojos retenidos en el gel formado in situ (Figura A4.1).

Esta capacidad de absorcion de los microgeles, asi como su interaccién con los glébulos rojos
para formar geles in situ, se considera una propiedad positiva, dado que el objetivo es que estos
hidrogeles sirvan para frenar el sangrado. De todas formas, serian necesarios otros estudios para
confirmar esto. Se planea realizar a futuro ensayos de tiempo de coagulacion utilizando sangre entera,

asi como estudios in vivo para evaluar si los microgeles realmente cumplen con este proposito.

' E

Figura A4.1. Microgel GCS hinchado con sangre.
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