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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

“CARACTERIZACION DE PELICULAS MUCOADHESIVAS DE QUITOSANO PARA LA
LIBERACION DE L-ARGININA AL 15%”

Una de las principales interrogantes en la ortodoncia en la actualidad es encontrar
un método poco invasivo y aceptado por el paciente para un tratamiento ortoddncico
rapido. Por ello, este trabajo se centra en la preparacion de peliculas mucoadhesivas
cargadas de L-Arginina, las cuales se sugiere que al ser colocadas en la mucosa oral,
permitiran una administracion controlada de dicho farmaco y asi propiciar el
aceleramiento del movimiento dental. Los polimeros utilizados para la creacion de las
peliculas son el quitosano junto con la carboximetilcelulosa, obtenidos de los 2

biopolimeros naturales mas abundantes en la Tierra (quitina y celulosa).

Para el estudio se llevd a cabo estadistica descriptiva y la caracterizacion
fisicoquimica y morfologica de las peliculas se realizo por triplicado mediante pruebas de
hinchamiento o capacidad de absorcion de agua, espectrometria infrarroja por
transformada de Fourier, pH, porosidad y distribucidn de poros, microestructura,
rugosidad, espesor/grosor y liberacidn. Las peliculas hinchados presentaron un aspecto
liso y homogéneo y con una capacidad de absorcion de agua mayor al 100%, y en el
caso del pH éste se mantuvo en condiciones ideales y compatibles para la cavidad oral
(7.5 a 8.2). Con respecto a lo observado en el SEM, rugosimetro y microscépio Optico, se
reportd que la estructura, superficie y espesor de las peliculas es lo suficientemente
gruesa (50-60 pm), uniforme y con rugosidad similar al ser comparadas con otros
estudios que tenian a fin también liberar medicamentos en la mucosa de cavidad oral.
Por FTIR se identificaron las interacciones entre los grupos funcionales en las peliculas.
Actualmente no existe ninguna pelicula mucoadhesiva elaborada a base L-Arginina,
quitosano y carboxilmetilcelulosa con el objetivo de ser aplicada a la ortodoncia
acelerada, por lo que los resultados obtenidos al momento son prometedores.

Palabras clave
L-Arginina, Oxido Nitrico, Carboxilmetilcelulosa, Quitosano, Sistema de liberacion de

farmacos, Pelicula, Ortodoncia acelerada.



2. INTRODUCCION

La ortodoncia es una especialidad de la odontologia que se encarga de estudiar,
prevenir y corregir las alteraciones del desarrollo, las formas de las arcadas dentarias y
la posicion de los maxilares y estructuras dentarias, con el objetivo de restablecer el
equilibrio morfolégico y funcional de la boca y de la cara, al mejorar también la estética
facial. Para conseguir estos objetivos, la base de la ortodoncia es el movimiento dental,
el cual se produce por una serie de procesos fisicos y bioldégicos donde el diente es
sometido a una fuerza de presién y tension, que genera un proceso inflamatorio que da
como resultado la diferenciacion celular seguida de una remodelacion ésea mediada por
osteoclastos para la reabsorcion dsea y osteoblastos para formacién de tejido 6seo, con
el fin de producir el movimiento dental. Para ello, los especialistas siempre estan en la
busqueda constante de nuevas tecnologias que ayuden a aumentar la velocidad del
movimiento dental puesto que es un factor importante que determina la duracion del

tratamiento de ortodoncia.

Entre los métodos estudiados y utilizados para el movimiento dental acelerado se
encuentran los que incluyen la irradiacion con laser de baja intensidad, corticotomias o
microoesteoperforaciones, ortodoncia osteogénica acelerada
periodonticamente (PAOOQO), piezocision, campos magneéticos, vibraciones de baja y alta
frecuencia y el uso de la farmacologia colocada en diversos vehiculos que permiten que
los principios activos de los medicamentos actuen a favor de la velocidad del movimiento

dental.

Las técnicas para acelerar el movimiento de los dientes han sido un tema de
interés en la ortodoncia durante la ultima década, debido a que el tiempo de tratamiento
esta relacionado con posibles efectos perjudiciales, como el aumento de la
descalcificacion, la caries dental, la reabsorcion de las raices y la inflamacion gingival,
asi que la posibilidad de reducir el tiempo de tratamiento en ortodoncia puede
proporcionar multiples beneficios al paciente.

En los ultimos 40 afios, la mucoadhesion ha sido una alternativa para prolongar el

tiempo de liberacion de farmacos en las mucosas y mejorar la biodisponibilidad. La



principal ventaja de este sistema de administracion de farmacos es que prolonga el
tiempo de residencia de la forma de dosificacion en el lugar de aplicacion. Debido al alto
suministro de sangre y la permeabilidad relativamente alta de la mucosa bucal, la cavidad
bucal es la mejor opcidn para la administracion local y sistémica de varios farmacos. El
término bioadhesién se puede definir como un fenomeno de fuerzas de atraccion
moleculares interfaciales en la capa media de la superficie de una membrana biologica y
los polimeros naturales o sintéticos, o que permite que el polimero se adhiera a la
superficie de esa pelicula durante un periodo prolongado. Entre las formas de este tipo
de dosificacion se encuentran el uso de micro/nanoparticulas, obleas, y pastillas
bioadhesivas, geles y unguentos bucales y de nuestro interés los parches o peliculas

bioadhesivas.

La L-Arginina es un aminoacido semiesencial o condicionalmente esencial,
constituyente de las proteinas del cuerpo humano, encontrandose también como un
componente natural de la saliva humana que se secreta en forma libre a una
concentracion media de 50 nM y posee una carga positiva y un pH fisiologico de 6.5 - 7.5.
Una de las funciones de la L-Arginina y de particular interés para este trabajo es servir
como el precursor para la sintesis de 6xido nitrico (NO), a ésta normalmente se le asocia
con la vasodilatacion, sin embargo, en el contexto de la ortodoncia, cuando sus valores
aumentan durante el proceso de inflamacién por la aplicacion de fuerzas ortoddncicas, el
NO bloquea la diferenciacioén de las células mesenquimales a osteoblastos y contribuye
a la reabsorcion 6sea controlada, y por ende, al movimiento dental ortodéncico. La
literatura ha reportado que la L-Arginina tiene efectos positivos en el remodelado 6seo
cuando es aplicada en modelos murinos de ortodoncia, sin embargo, a pesar de los
resultados prometedores, aun no existen estudios en humanos, ademas, la aceleracion
del movimiento dental ortodoncico se ha realizado mediante inyecciones recurrentes de
precursores del NO en el area de interés, y al ser una via de administracion invasiva no
suele ser popular entre los ortodoncistas y los pacientes, por lo que el desarrollo de
sistemas de liberacion controlada de farmacos como las peliculas mucoadhesivas podria
ser una alternativa efectiva y prometedora para su aplicaciéon en ortodoncia acelerada.

La L-Arginina podria ser administrada por medio de un sistema de liberacion
prolongada como las peliculas mucoadhesivas de quitosano y representar un tratamiento
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eficaz no invasivo y ambulatorio para la aceleracion del movimiento dental, debido a que
se ha comprobado que el Quitosano es un material potencial para aplicaciones
biodentales debido a sus propiedades unicas como bioactividad, biocompatibilidad,
propiedades antimicrobianas y compatibilidad para mezclarse con otros materiales.

El objetivo de este estudio fue elaborar una pelicula mucoadhesiva de Quitosano
con L-Arginina al 15% para su liberacion prolongada, ademas de caracterizar las
propiedades fisicoquimicas, con lo cual se busca sentar las bases para su futuro uso en
la aceleracion del tratamiento de ortodoncia.



3. ANTECEDENTES
3.1 Antecedentes generales
3.1.1 Sistemas de Liberacion Controlada

Un sistema de administracion de farmacos se define como una formulacion o un
dispositivo que permite la introduccidn de una sustancia terapéutica en el organismo y
mejora su eficacia y seguridad mediante el control de la velocidad, el tiempo y el lugar de
liberacion de los farmacos en el organismo. Este proceso incluye la administracion del
producto terapéutico, la liberacion de los principios activos por parte del producto y el
posterior transporte de los principios activos a través de las membranas bioldgicas hasta
el lugar de accion (1).

Los sistemas de administracion de medicamentos de liberacion sostenida o
controlada logran la liberacién lenta de un medicamento durante un periodo prolongado
después de la administracion de una sola dosis (2), ademas de mostrar la farmacocinética
de orden cero con una sola dosis de administracion de una formulacién o dispositivo
especifico, manteniéndo los niveles del medicamentos constantemente dentro de la

ventana terapéutica, se observa un ejemplo de ello en la figura 1.
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Figura 1. Imagen modificada de un ejemplo de Sistemas de Liberacion Controlada (2)

El sistema de administracién de medicamentos de liberacion sostenida ayuda a
reducir la dosis y la frecuencia de dosificacion y mejora el cumplimiento del paciente,
aunado a la menor exposicion de los farmacos al entorno bioldgico reduciendo la

toxicidad y los efectos adversos de los medicamentos (2).



Cualquier sistema de liberacidn controlada se encuentra constituido por dos
componentes principales, una matriz polimérica y el agente bioactivo a liberar (3). La
matriz polimérica a su vez puede actuar fundamentalmente de dos formas diferentes:
como el agente transportador del principio activo, que se encuentra disperso en él (en
todo su seno o en su superficie), o como el agente protector de la liberacion de dicho
principio activo, encapsulandolo y produciendo el intercambio entre el reservorio del
mismo (core) y el medio externo, por fenomenos de difusion a través del polimero

actuando como membrana semipermeable (4).

3.1.2. El origen de los Sistemas de Liberaciéon Controlada

Antes de 1950 todas las drogas se convertian en formulaciones de pildoras o
capsulas que liberaban la droga cargada inmediatamente al entrar en contacto con el
agua sin ninguna capacidad para controlar la cinética de liberacion de la droga. En 1952,
Beecham (5) introdujo la primera formulacion de liberacion sostenida que podia controlar
la cinética de liberacion del farmaco y lograr una eficacia de 12 horas, y la tecnologia,
conocida como tecnologia Spansule, permitié el control de la cinética de liberacion del

farmaco a un ritmo predeterminado.

Por otro lado, a mediados de la década de 1960, cuando un bidlogo, oncdologo y
profesor universitario estadounidense llamado Folkman, en Harvard, estaba haciendo
circular sangre de conejo dentro de una derivacion arteriovenosa (6) Silastic (caucho de
silicona) descubrié que si exponia el tubo a gases anestésicos en el exterior, los conejos
se dormian. Propuso que se podrian implantar segmentos cortos y sellados de dicho tubo
que contenian un farmaco, y si la silicona no cambiaba en dimensiones o composicion,
el implante se convertiria en un dispositivo de suministro de farmaco a velocidad
constante, también mostr6 que la tasa disminuia a medida que aumentaba el grosor del
tubo, lo cual es obvio hoy en dia, pero en aquel entonces era la primera sugerencia de
un implante de administracion de farmacos controlado de orden cero in vivo. La portada
del articulo publicado en 1964 por Judah Folkman que defiende todo lo anteriormente

mencionado, se puede observar en la figura 2.



The Use of Silicone Rubber as a
Carrier for Prolonged Drug Therapy

Folkman
JUDAH FOLKMAN, M.D., AND DAVID M. LONG, LCDR, MC, USNR, National Naval

Medical Center

SUMMARY

A new method is presented for local or sys-
temic drug therapy by incorporating the thera-
peutic agent in a Silastic capsule which is then
implanted in the body.

J Surgical Research, 4, 139 (1964)

Figura 2. El articulo de 1964 en el que Judah Folkman propuso el concepto original de

un dispositivo de administracion de farmacos de reservorio de orden cero implantado

(6).

Mientras tanto, en Palo Alto CA., Estados Unidos, Zaffaroni (6), un destacado
quimico y empresario de drogas sintéticas, habia pensado en el concepto de entrega de
pedido cero y dispositivos de entrega controlada, escuchoé sobre el trabajo de Folkman y
fue a Boston para aprender mas sobre él. estimulado por el trabajo de Folkman, asi como
por su propia vision, Zaffaroni fundé una empresa a fines de la década de 1960 centrada
en el concepto de administracion controlada de medicamentos (CDD).

En los primeros dias, cuando comenzo6 la nueva tecnologia de administracion
controlada de medicamentos, se introdujeron varios términos para describir las
formulaciones mas nuevas que tenian pequefas diferencias entre si. Las formulaciones
de liberacion controlada incluyeron aquellas con liberacion sostenida, liberacion
programada, liberacion prolongada y otras. Estos términos, sin embargo, se usan
indistintamente hoy en dia. Después de varias décadas de avances en las tecnologias
de administracion de farmacos, las pequenas diferencias en las funciones que implican
los nombres se han vuelto innecesarias (5). Asi que tras afios de evolucion, aparece el
concepto de liberacién controlada, el cual surgido de la necesidad de administrar una
sustancia de forma continua durante cierto periodo de tiempo para obtener el efecto
buscado, basado en la idea de proveer la cantidad Optima del agente activo en el



momento preciso y en el lugar adecuado al controlar asi su liberacion para que ésta se

realice de acuerdo con una cinética preestablecida y reproducible (7).

3.1.3. Rutas o vias de administracion de farmacos

El farmaco puede introducirse en el cuerpo humano por varias vias anatémicas y
pueden estar destinados a efectos sistémicos o dirigidos a diversos organos y
enfermedades. La eleccion de la via de administracion depende de la enfermedad, el
efecto deseado y el producto disponible. Los farmacos pueden administrarse
directamente al 6rgano afectado por la enfermedad o administrarse sistémicamente y

dirigirse a la zona que se desea (1).

Clasificacion de las rutas anatdmicas para la administracion sistémica de farmacos

1. Sistema gastrointestinal
a. Oral
b. Rectal
2. Parenteral
a. Inyeccion subcutanea
b. Inyeccion intramuscular
c. Inyeccion intravenosa
d. Inyeccion intraarterial
Transnasal
Pulmonar: administraciéon de farmacos por inhalacion
Entrega transdérmica de farmacos

Infusion intradsea

N o o kv

Transmucoso: bucal y a través de la mucosa que recubre el resto del tracto

gastrointestinal

Siendo el ultimo de interés para nuestra investigacion.



3.1.4. Sistema de liberacién de farmacos mucoadhesivos en cavidad oral

Durante las ultimas décadas se han realizado avances en las formulaciones de
medicamentos y vias innovadoras de administracion, al igual que nuestra comprension
del transporte de farmacos a través de los tejidos ha aumentado (8). El sistema de
administracidon de farmacos mucoadhesivos se puede definir como sistemas de
administracion de farmacos que utilizan la propiedad de bioadhesién de ciertos polimeros
solubles en agua que se vuelven adhesivos al hidratarse vy, por lo tanto, pueden usarse
para dirigir un farmaco a una regién particular del cuerpo durante un periodo de tiempo
prolongado (8).

Las formulaciones basadas en el sistema de administracion de farmacos
mucoadhesivos han mostrado una biodisponibilidad mejorada, y el uso de varios
polimeros mucoadhesivos ha logrado un interés significativo en la formulacion de formas
de dosificacidn de liberacion prolongada (9,10), teniendo en cuenta que entre las diversas
mucosas absorbentes que incluyen nasal, pulmonar, rectal, vaginal, bucal y sublingual,
la mucosa de la cavidad oral se considera un sitio conveniente y de facil acceso para la

administracion de agentes terapéuticos (8).

Algunas de las ventajas de la administracion del farmaco a través de sistemas
mucoadhesivos es que proporciona una mayor absorcion debido a la gran area de
superficie y al mayor flujo sanguineo en las cavidades mucosas, superando asi el
metabolismo de primer paso hepatico, asi como la degradacion de farmacos por diversas
enzimas gastrointestinales y la flora intestinal (10). Ademas, la administracion de agentes
terapéuticos a través de varias rutas transmucosas ha ganado una atencion significativa
debido a su metabolismo presistémico evitando la inestabilidad del ambiente acido
asociado con la administracion oral (8). Otra de las ventajas es que el epitelio bucal tiene
una facil accesibilidad y altas tasas de cumplimiento en comparacion con otros sitios de
la mucosa para la administracién de farmacos, ademas, el epitelio no queratinizado y su
abundante suministro de sangre y bajo nivel de enzimas proteoliticas aumentan la
biodisponibilidad sistémica de los farmacos tras la administracion bucal. Sin embargo, los
principales inconvenientes asociados con la administracion bucal de medicamentos
incluyen un alto recambio de saliva, sabor desagradable, masticacion, microbioma bucal

y area de contacto limitada (11). Asi que mejorar el disefio en la forma de dosificacién,
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con la propiedad mucoadhesiva deseada y un buen conocimiento de los polimeros

mucoadhesivos, ofrece un medio eficaz para eludir los problemas anteriores.

Las caracteristicas ideales de los sistemas mucoadhesivos de liberacion de drogas
en cavidad oral son (8):
1. El polimero y sus productos de degradacion deben ser atdxicos, no irritantes y libres
de impurezas lixiviables.
2. Deben tener buenas propiedades de esparcimiento, humectacion, hinchamiento y
solubilidad y biodegradabilidad.
El pH debe ser biocompatible y debe tener buenas propiedades viscoelasticas.
Deben adherirse rapidamente a la mucosa bucal y deben poseer suficiente resistencia
mecanica.
5. Deben poseer resistencias al pelado, traccién y cizallamiento en el rango de
bioadhesivo.
El polimero debe estar facilmente disponible y su costo no debe ser elevado.
Deben mostrar propiedades bioadhesivas tanto en estado seco como liquido.

Los principales obstaculos a los que se enfrentan los medicamentos cuando se
administran a través de la via bucal se derivan del area de absorcion limitada y de las
propiedades de barrera de la mucosa. Los mecanismos de eliminacion fisiologica
eficaces de la cavidad oral que alejan la formulacion del sitio de absorcion son los otros
obstaculos que deben tenerse en cuenta. Las estrategias estudiadas para superar tales
obstaculos incluyen el empleo de nuevos materiales que, posiblemente,
combinan propiedades mucoadhesivas, inhibitorias enzimaticas y potenciadoras de la
penetracion y el disefio de sistemas innovadores de administracion de medicamentos
que, ademas de mejorar el cumplimiento del paciente, favorecen un contacto mas intimo

del medicamento con la mucosa de absorcion (12).

Desde las décadas de 1970 y 1980 se han disefiado numerosos dispositivos de
administraciéon de farmacos "controlada" para las inserciones mucosas a base de
diversos materiales, tales como implantes (subcutaneos o intramusculares), capsulas
ingeribles (tracto G-l) y parches o peliculas tépicas (para mucosas, la piel), siendo
aprobados para uso clinico para las décadas de 1980 y 1990 (6).
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Las presentaciones para dosificacion bucal mucoadhesiva mas estudiadas y

relevantes son (8):

1. Sodlidas: formulaciones secas que logran la bioadhesién a través de la deshidratacion
de la superficie mucosa local, tales como las tabletas bucales, micro/nanoparticulas
bioadhesivas, obleas y pastillas bioadhesivas.

2. Semisolidas: son los geles y unguentos bucales, gomas de mascar medicinales y de
interés para este trabajo los parches o peliculas.

3. Liquida: soluciones o suspensiones de farmacos en vehiculos acuosos adecuados,
por ejemplo; enjuagues bucales antibacterianos y ambientadores bucales disponibles

comercialmente para este proposito.

Los mecanismos de liberacion de una sustancia a partir de una matriz polimérica

se pueden observar en la tabla 1 (9):

Tabla 1. Mecanismos por los cuales se lleva acabo la liberacion de farmacos (9).

TIPO DE SISTEMA

MECANISMO DE LIBERACION

Control por difusién
1. Dispositivos de reserva

2. Sistemas monoliticos

Difusion a través de una membrana
Difusion a través de una masa de

polimero

Control por contacto con un solvente

1. Por hinchamiento

Absorcion del solvente y relajacion de
cadenas

Control quimico
1. Por erosion

2. Rompimiento de enlaces

Degradacion fisica y/o quiimica de la
matriz
Hidrdlisis de enlace polimero-agente

activo

3.1.5 Mecanismo de Mucoadhesién

La mucoadhesién se puede definir como un fenomeno interfacial en el que los dos
materiales, uno de los cuales puede ser artificial como el polimero mucoadhesivo y el otro
puede ser la capa de mucina del tejido mucoso, se mantienen unidos por medio de

fuerzas de atraccion interfaciales. “Mucoadhesivo” se define como una sustancia artificial
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que es capaz de interactuar con la membrana mucosa y retenerla o mantenerla unida
durante un periodo prolongado (10). Durante el proceso de adhesion, generalmente se
han identificado las dos etapas que se detallan a continuacion. Estas etapas de

mucoadhesion también se muestran en la figura 3.

B) ETAPA DE
CONSOLIDACION

A) ETAPA DE
CONTACTO

Forma de
dosificacion

Area de

:/ interaccion

Figura 3. Imagen modificada de un mecanismo de mucoadhesion: La mucoadhesion
tiene lugar en dos etapas. (A) Etapa de contacto: Contacto intimo entre un bioadhesivo
y una membrana (fendmeno de humectacién o hinchazon). (B) Etapa interactiva:
Penetracion del bioadhesivo en el tejido o en la superficie de la membrana mucosa
(interpenetracion) (10).

Etapa de contacto: Durante esta etapa, cuando el material mucoadhesivo entra en
contacto con la membrana mucosa, se produce una humectacion intima entre el
mucoadhesivo y la membrana mucosa. Esta humectacién del mucoadhesivo la realiza la

mucosidad presente en la membrana mucosa (10).

Etapa de consolidacién: Por medio de diferentes fuerzas de atraccion
fisicoquimicas el material mucoadhesivo se une a la membrana mucosa dando como
resultado una mucoadhesion de larga duracién (10). Después de estas dos etapas se
completa el proceso de mucoadhesion.
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3.1.6 Biopeliculas / Parches

Son sistemas que pueden variar desde simples peliculas adhesivas erosionables
y no erosionables hasta sistemas mas sofisticados que pueden disefiarse para
proporcionar una liberacion unidireccional o multidireccional del farmaco (8). Pueden
constar de una capa de respaldo impermeable, una capa de depdsito que contiene el
farmaco desde la cual se libera de manera controlada y una superficie bioadhesiva para
la unidén a la mucosa (8), o bien, el agente activo se puede encontrar uniformemente
distribuido en toda la matriz polimérica para después ser liberado (9). El grosor del parche
es una limitacién que no puede controlar la liberacion del farmaco durante un periodo de
tiempo mas prolongado. En el caso de la pelicula que contiene farmaco se libera de forma

controlada (8).

La FDA Por sus siglas en inglés: Food And Drug Administration, no tiene una
definicion clara sobre las peliculas, y utiliza el término “peliculas solubles” (13). La
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos las define como laminillas, una
preparacion solida constituida generalmente de polimeros naturales o sintéticos, que
contiene el o los farmacos aditivos, destinada a ser disuelta en la boca (14).

3.1.7. Materiales mucoadhesivos

Para la fuerza mucoadhesiva deseada de las formas de dosificacion, se pueden
usar varios polimeros. Estos polimeros son macromoléculas naturales o sintéticas que
son capaces de adherirse a las superficies mucosas. Desde las ultimas tres décadas, el
uso de diversos polimeros mucoadhesivos ha despertado un gran interés en el campo de
la tecnologia farmacéutica. Hoy en dia, el uso de polimeros mucoadhesivos se ha
aceptado como una estrategia importante para prolongar el tiempo de residencia y
mejorar los efectos localizados de los sistemas de administracion de farmacos en varias

membranas mucosas de un sistema biolégico (10).

Actualmente, en la elaboracion de sistemas de liberacidn controlada se utilizan un
gran numero de polimeros, entre los cuales existen (15):
1. Polimeros naturales, como el colageno, la albumina o el quitosano.
2. Polimeros sintéticos, entre los que se distinguen: Polimeros biodegradables, como los

acidos polilactico y poliglicolico.
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3. Polimeros no biodegradables, como los acidos poliacrilicos.

3.1.8. Quitosano

Los biomateriales naturales son conocidos por una serie de propiedades biolégicas
como la biocompatibilidad y la biodegradacion necesarias para aplicaciones biomédicas,
y algunos ejemplos de ellos incluyen colageno, fibrina, seda natural y quitosano. El
quitosano se purifica principalmente a partir de quitina (16) considerada como el segundo
polisacarido mas abundante en la Tierra después de la celulosa, ademas, tienen una
estructura quimica muy parecida ya que sélo difieren en el C2 que es donde se encuentra
un grupo amino o amida en lugar del grupo hidroxilo. El quitosano es descrito por primera
vez por Henri Braconnot en 1811 y su estructura quimica esta conformado por 2-amino-
2-desoxi-D-glucopiranosa y 2- acetamido-2-desoxi-D-glucopiranosa unidos por enlace 3.
Aparece en la naturaleza como macrofibrillas ordenadas en el exoesqueleto de moluscos
y crustaceos, asi como en cuticulas de hongos e insectos. Su abundancia natural permite
obtener mas de 1000 toneladas al afio, de las cuales alrededor del 70% proviene de
especies marinas (17). En la figura 4 se muestra a grandes rasgos el proceso para la
obtencion de la quitina.

Composicién de la Multilaminado
Crustaceos/ langostinos cuticula helicoidal de planos
proteicos se quitina

Haz de quitina - fibras
proteicas

Epicuticula

Exocuticula 60 nm
b —

Lty

l — o
Endocuticula /
\ 3nm
gt
m Lu Nanofibras
de quitina
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7 : quitina
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Figura 4. Imagen modificada de la composicion estructural y disposicidn de la quitina en
el caparazoén de crustaceos (17).

Durante el proceso de desacetilacion, la quitina insoluble en agua (Mw> 1000 kDa)

cambia a quitosano (Mw> 100 kDa) que es poco soluble en agua. La hidrolizacidon
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enzimatica adicional transforma el quitosano en oligosacarido de quitosano que tiene un
peso molecular mas bajo (Mw <2 kDa) y es altamente soluble en agua. Quimicamente el
quitosano es un material polimérico compuesto por unidades de copolimero de N-

acetilglucosamina y glucosamina (16), y su estructura quimica se puede observar en la

figura 5.
_ ~ A
CHs
OH 0= o o
O HoT—Ly N, NH
?io Ow | Desacetilacion > H0 0 0 Ho 0~
NH L /0N oA,
o= OH N
L CHs |5 » .

Figura 5. La comparacion de unidades estructurales quimicas: (A) quitina; y (B)
quitosano formado siguiendo el proceso de desacetilacion (16).

El quitosano tiene una variedad de propiedades favorables tales como
biocompatibilidad; es decir, la capacidad que tiene para unirse a compuestos organicos;
ademas, presenta susceptibilidad a hidrolisis por medio de lisozimas y quitinasas las
cuales se encuentran en la saliva secretadas por las glandulas parétida, sublingual y
submandibular (18). El quitosano presenta versatilidad a diferente pH, por ejemplo, en un
pH<6 (soluciones acidas que son la mayoria de los solventes organicos) da como
resultado un polimero polielectrolito catidnico soluble en agua debido a la presencia del
grupo amino, lo que indica que el pH modificara el estado de la carga y las propiedades
del quitosano donde los grupos amino son protonados otorgandoles propiedades
hidrofilicas. Por otro lado, si el pH es >6.5, da como resultado la desprotonacién haciendo
al quitosano insoluble e hidrofébico como lo es en el caso del pH salival (19). Otras
caracteristicas son; bioactividad, no es toxico, es biodegradable, adsorbible, tiene
actividad antimicrobiana (hongos, bacterianos, virus), es antiacido, antiulceroso y
antitumoral, y posee propiedades anticoagulantes sanguineas y actividad hipodérmica
(17), ademas de qué se puede combinar con varios materiales bioactivos para
osteoconductividad.
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Debido a su caracter cationico y a sus propiedades gelificantes y filmogénicas, el
quitosano ha sido estudiado en la industria farmacéutica por su potencial en el desarrollo
de sistemas de liberacion de farmacos (20). El quitosano es un polimero mucoadhesivo
debido a su capacidad para formar interacciones i6nicas dependientes del pH con la
mucina y su capacidad para mejorar la penetracion de moléculas grandes a través de la
superficie de la mucosa, por lo tanto, es un buen candidato para el la liberacién bucal (21,
22), y debido a todas esas caracteristicas, el quitosano fue aprobado por la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (USFD) como un aditivo
alimentario generalmente reconocido como seguro (GRAS) y como un sistema de
administracion al cuerpo humano, mas especificamente como un sistema de

administracion oral (23).

3.1.9. Carboxilmetilcelulosa

La carboximetilcelulosa, es un polimero de naturaleza artificial derivado de la
celulosa, la cual es el polimero natural ma abundante en la tierra. La carboximetilcelulosa
es un copolimero de dos unidades: 3-d-glucosa y 3-d-glucopyranosa 2-O-(carboximetil)-
sal monosdédica que se conectan a través de enlaces (-1,4-glicosidicos, la cual podemos
observar en la figura 6.

RO
0OrR
RO OR R=Hor
00 o
N ORI . L
A ONa
RO OR

Figura 6. Estructura quimica de la carboximetilcelulosa (R=CH,COONa) (24).

La sustitucion de un grupo carboximetilo en lugar de los grupos hidroxilo es
ligeramente predominante en la posicidn de glucosa C-2. La carboximetilcelulosa se
prepara mediante la activacion de la celulosa con un NaOH acuoso en la mezcla de un
disolvente organico que reacciona con la celulosa y el acido monocloroacético como

agente eterificante. El primer paso en el proceso de carboximetilacidon es una alcalizacion

16



en la que los grupos hidroxilo de las cadenas de celulosa se estimulan y alteran en una

forma alcalina mas reactiva (24).

La carboximetilcelulosa es uno de los derivados de celulosa mas importantes que
es soluble en agua y tiene caracteristicas de polielectrolitos, debido a la presencia de
grupos acidos débiles en cadenas lineales de glicanos unidos a 3 (1 — 4) (24).

Las caracteristicas de la carboximetilcelulosa dependen de tres parametros: peso
molecular, numero promedio de unidades de carboxilo y distribucion de sus sustituyentes
alo largo de la cadena de polimeros. Dicho compuesto es ampliamente utilizado en varias
industrias, incluyendo alimentos, farmacéutica y no alimentarios como cementos,
adhesivos, textiles, al utilizarse generalmente como espesante o modificador de
viscosidad en diferentes campos, ya que, generalmente se reconoce como seguro
(GRAS) para su aplicacion en alimentos (24). La carboximetilcelulosa es un éter de
celulosa que exhibe gelificacion térmica y forma excelentes peliculas debido a su
estructura polimérica y cadenas de alto peso molecular (25).

Las peliculas a base de carboximetilcelulosa tienen una resistencia moderada,
transparencia, buena solubilidad en agua, resistencia al aceite y la grasa, y debido a la
presencia de varios grupos hidroxilo y carboxilicos, tienen buenas caracteristicas de
sorcion de humedad y unién al agua. Sin embargo, las propiedades de barrera de agua
de las peliculas a base de hidrocoloides se pueden mejorar afnadiendo compuestos
hidrofébicos como ceras, aceites vegetales, acidos grasos, tensioactivos y resinas (26).
También presenta excelentes propiedades de formacion de pelicula debido a su
biocompatibilidad con sustancias como polisacaridos solubles en agua, proteinas,
tensioactivos, plastificantes y polimeros, tal como lo es el quitosano, lo que se ha
comprobado en multiples estudios en donde combinan dichos biopolimeros con
resultados favorables al formar fibras, nanoparticulas, peliculas, esponjas, etc. Los
plastificantes se utilizan particularmente para facilitar el procesamiento y mejorar la
flexibilidad de las peliculas, siendo el glicerol y el sorbitol, los plastificantes mas utilizados
debido a su estabilidad, comestibilidad y naturaleza hidrofilica, por lo que son compatibles
con las matrices hidrofilicas (27).
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3.1.10. L-Arginina

La arginina es un aminoacido semiesencial o condicionalmente esencial que se
encuentra en una variedad de alimentos, y también es producido naturalmente por el
cuerpo humano y secretado en la saliva en forma libre o como péptidos salivales. Se
caracteriza por tener un grupo guanidino (H-N=(NHR)NH2) el cual se puede observar en
la figura 7, y por lo tanto cuando se ioniza tiene menor densidad de carga que otros

aminoacidos como la lisina, y mayor que la histidina (28).

NH O

N N OH
NH,

Figura 7. Estructura quimica de L-Arginina (29).

La arginina que entra en la boca puede ser metabolizada por ciertas bacterias
orales a través de la via de la arginina desde ADS para producir amoniaco, que neutraliza
los acidos glicoliticos y contribuye al aumento del pH de las biopeliculas orales. La
produccion de amoniaco a través del ADS da como resultado un aumento del pH
citoplasmatico y ambiental y beneficia a las bacterias orales al: (i) protegerlas contra la
muerte acida, (ii) proporcionando ventajas bioenergéticas que incluyen el aumento de pH
y la sintesis de ATP, y (iii) mantener un pH ambiental relativamente neutro que sea menos
favorable para la proliferaciéon de una microflora cariogénica. Ademas, se sugiere que la

arginina también podria afectar a las propiedades de adhesidon de S. mutans (28).

La L-Arginina es un precursor de la sintesis de oxido nitrico (NO) y el NO es un
mediador ubicuo que esta formado por una familia de enzimas llamadas NO sintasas
(NOS). En el cerebro, el NO actua como neurotransmisor; en el sistema inmunologico,
actua como mediador de la defensa del huésped; y en el sistema cardiovascular, media
los efectos protectores del endotelio intacto, al actuar como vasodilatador y molécula
antiaterogénica endogena. Aproximadamente 5 g de L-Arginina se ingieren cada dia en
una dieta occidental normal. Estudios recientes sugieren que la L-Arginina en la dieta

pueden jugar un papel importante en el desarrollo, crecimiento y modelado de huesos
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largos (29). La L-Arginina esta involucrada tanto en la sintesis de sustratos implicados en
la produccion de colageno como de hormona de crecimiento, factor de crecimiento similar
a la insulina (IGF-1) y NO, ademas, esta clinicamente sugerida para tratar alteraciones
metabdlicas en la absorcion de calcio, crecimiento, defectos de denticion y osificacion,
raquitismo, osteomalacia, descalcificacion y convalecencia (29).

3.1.11. Oxido Nitrico (NO)

El oxido nitrico (NO), la molécula de sefalizacion mas pequefia conocida, es
producido por tres isoformas de la NO sintasa: sintasa del 6xido nitrico endotelial,
neuronal o inducible (NOSe, NOSn, NOSi respectivamente) cada una de ellas con
funciones especificas (30). Todos utilizan L-Arginina y oxigeno molecular como sustratos
y requieren los cofactores de fosfato-nicotinamida-adenina-dinucledtido reducido
(NADPH), dinucledtido de flavina y adenina (FAD), mononucledtido de flavina (FMN) y
(6R-) 5,6,7, 8-tetrahidrobiopterina (BH4). Sus funciones incluyen plasticidad sinaptica en
el sistema nervioso central (SNC), regulacion central de la presién arterial, relajacion del
musculo liso (31) y es una fuerte molécula de sefalizacion vasodilatadora y
antiinflamatoria que desempefa diversas funciones en el mantenimiento de la
homeostasis vascular a través de los nervios nitrérgicos periféricos (32), ademas, el 6xido
nitrico (NO) esta involucrado en la remodelacién 6sea y se ha demostrado que juega un
papel en la regulacion de la velocidad del movimiento de los dientes de ortodoncia (OTM)
(33).

3.1.12. L-Arginina y éxido nitrico en el movimiento dental

La oxidacion de la L-Arginina por las NOS (cualquiera de ellas) produce L-citrulina
y NO, siendo este ultimo de interés en la presente investigacion. La NOSe, NOSn y NOSi,
isomorfas de la NOS, son expresadas por los osteoblastos, osteocitos y osteoclastos,
principales células que se encargan del metabolismo mineral del hueso y su presencia,
funcionalidad, actividad y sobre todo, la produccion de NO, dependen de estimulos tanto
fisicos como bioldgicos (30).

El movimiento dentario ortodoncico es un proceso en el que se reconstruye el tejido

periodontal y el hueso alveolar por efecto de las fuerzas ortodoncicas y se logra a través
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de la remodelacion désea, como resultado de la transduccion secuencial de sefales
moleculares y mecanicas y cambios en los comportamientos celulares y la inflamacion
aséptica (34). ElI NO ejerce efectos bifasicos sobre la formacion y funcion de los
osteoclastos, promueve la osteoclastogénesis y la resorcion ésea y media la fusion pre-
osteoclastos a través de la regulacidn positiva de la remodelacion del citoesqueleto de
actina. Ademas, esta ampliamente involucrado en la respuesta biomecanica del
periodonto a las fuerzas de ortodoncia, ejerce efectos bifasicos dependientes de la dosis
sobre el estado funcional y destino de los osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y
fibroblastos de PDL involucrados en el movimiento dental ortodoncico, y se ha
demostrado que promueve la proliferacion, diferenciacién o inhibicidén de la supervivencia
y funcion de estas células, ademas, se han encontrado variaciones en los niveles de
expresion de NO sintasa (NOS) y la produccion de NO en tejidos periodontales o liquido
crevicular gingival (GCF) en los lados de tension y compresién durante el movimiento
dental tanto en modelos animales de ortodoncia como en pacientes (34).

3.1.13. Propiedades y caracteristicas de las peliculas

3.1.14. Liberacién

La liberacion del farmaco de las peliculas preparadas es un requisito previo para
la penetracion a través del epitelio bucal. Los estudios de liberacion determinan la
liberacion acumulada del farmaco de la formulacion en un periodo de tiempo
determinado. Aun no se ha desarrollado ningun método in vitro especifico para los
estudios de liberacion de farmacos de peliculas bucales (35). Entre los métodos mas
comunes para observar la liberacidén de L-Arginina es la cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC), Espectroscopia Ultravioleta-Visible, Cromatografia en capa fina (TLC)
(36) o métodos menos convencionales como el método de paleta sobre disco (similar al
aparato 5 de la USP 23), el uso del aparato de disolucion USP 24 tipo 1, el uso de vasos
de precipitados de baja capacidad, celdas de difusion de Franz (FDC), sistemas de flujo
continuo y muchos mas (35).

No obstante, en la mayoria de los estudios se ha previsto que la liberacion del
farmaco se produzca por un unico lado, ademas, la eleccién de los medios para los

estudios de disolucion varia entre los grupos de investigacion. Sin embargo, para obtener
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resultados significativos es necesario utilizar un medio de disolucion que simule la saliva.
No existe una composicion exacta descrita para preparar saliva simulada, pero se ha
utilizado: agua, tampén de fosfato (pH ~ 7), dihidrogenofosfato de potasio (12 mM),
cloruro de sodio (40 mM) y cloruro de calcio (1,5 mM) y el pH se ha ajustado a 6,2 al usar
hidroxido de sodio, siendo pocas investigaciones las que han utilizado la saliva artificial
como medio de disolucion (35).

3.1.15. Microestructura

Gracias a los diferentes tipos de microscopios que existen en el mercado se
pueden realizar estudios de los aspectos microscopicamente morfolégicos con imagenes
de alta resolucion (1mm). Asi se puede conocer la morfologia y micro estructura de
diversos materiales, ademas de proporcionar informacion de la relacién entre la
estructura y el comportamiento funcional de los materiales; por ejemplo, si observamos
una microestructura lisa y uniforme de las peliculas es un indicativo de que el material es
homogéneo en cuanto sus componentes, mientras que si observamos crestas y valles en
la seccion transversal puede estar relacionado con un material mas ductil. Uno de los
microscopios que funciona perfectamente para este estudio es el microscopio de barrido

de electrones o SEM por sus siglas en inglés (Scanning Electron Microscopy) (37,38).

Varias propiedades de la superficie como la textura de la superficie (lisa/aspera),
la distribucion del farmaco (homogeneidad, agregada/dispersa), la literatura sugiere que
la mayoria de los estudios se han basado en SEM para evaluar la morfologia superficial

de las peliculas (37).

3.1.16. Hinchamiento o capacidad de absorciéon de agua

El hinchamiento o la capacidad de absorcion del agua es un parametro
determinante en los sistemas de liberacion de un principio activo y la adhesion de la
matriz polimérica en la mucosa oral. La capacidad de absorcion de agua se define como
la incorporacion y retencidn de agua, es decir, la relacion entre la masa total de la pelicula
seca y la masa total de la pelicula hidratada; es decir, la ganancia de masa después de
tener contacto con una solucién acuosa, la cual esta directamente relacionada con la

expansion longitudinal de la pelicula como resultado de la penetracion de un solvente
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dentro de la matriz polimérica (39). La penetracion del solvente involucra mecanismos
como la difusion de las moléculas del solvente a través de la matriz polimérica y la
relajacion de los segmentos poliméricos. Durante este proceso se produce la
incorporacion de liquido en el interior de la matriz provocando la dilatacién de la misma,

es decir, una expansion longitudinal en la pelicula (39).

La capacidad de absorcién de agua o capacidad de hinchamiento de la pelicula
bucal preparada es de suma importancia por dos razones. Principalmente, la absorcion
de agua por la pelicula es esencial para proporcionar una mejor bioadhesion de la pelicula
con la mucosa bucal, que depende de la naturaleza de la matriz polimérica, y en segundo
lugar, facilita la liberacion del farmaco de las peliculas, que se produce principalmente
por dos mecanismos (difusion y erosidn). Después de la aplicacidn de la pelicula sobre
la mucosa bucal, se produce una secuencia de procesos como la difusion de moléculas
de agua en el polimero, la hidratacion, el hinchamiento, el desenredado y la erosion de
los polimeros. La difusién de agua en la matriz produce una capa delgada que se disuelve
en la superficie de la matriz. A medida que se produce la hidratacion de la matriz, el
farmaco se difunde. Cuanto mayor es la penetracién de los medios acuosos en la matriz,
mas sale el farmaco de la matriz. Sin embargo, el comportamiento de hinchamiento de
una pelicula bucal depende en gran medida de la estructura y composicion de la pelicula.
En general, se encuentra que el porcentaje de hidratacion es significativamente bajo en
el caso de peliculas preparadas usando polimeros hidrofobicos (35).

3.1.17. pH

El pH que es la abreviatura de potencial de hidrégeno, es un parametro que indica
la concentracidn de iones de hidrogeno [H]+ que existen en una solucion, y es una medida
del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia o una solucion, el cual se mide en una
escala de 0 a 14. En esta escala, un valor pH de 7 es neutro, lo que significa que la
sustancia o solucién no es acida ni alcalina. Un valor pH de menos de 7 significa que es
mas acida, y un valor pH de mas de 7 significa que es mas alcalina. En el campo de la
medicina, tener un pH apropiado en la sangre y otros liquidos del cuerpo es importante
para el buen funcionamiento del cuerpo (8).
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Una pelicula con un pH demasiado acido o basico afecta el area de aplicacion y
provoca danos en la mucosa oral que provocan molestias al paciente, y es probable que
la naturaleza quimica del farmaco y de los excipientes influya en el pH de las peliculas
preparadas (35). El pH de la interfase polimero-sustrato y el pH de la saliva como medio
de disolucion afectan el comportamiento del polimero. Segun el caudal de saliva y el
método de determinacion, el pH de este medio se ha estimado entre 6,5y 7,5. El pH del
microambiente que rodea al polimero mucoadhesivo puede alterar el estado de ionizacion

y, por tanto, las propiedades de adhesion de un polimero (8).

3.1.18. Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
ampliamente utilizada para identificar los grupos funcionales en los materiales (gas,
liquido y solido) mediante el uso del haz de radiaciones infrarrojas. Una espectroscopia
infrarroja mide la absorcion de radiacion IR realizada por cada enlace en la molécula vy,
como resultado, da un espectro que comunmente se designa como % de transmitancia
frente al numero de onda (cm-1). Una amplia gama de materiales contienen la radiacion
electromagnética absorbida por el enlace covalente en la region IR. La region IR tiene
una energia mas baja y una longitud de onda mas alta que la luz visible por los rayos UV
y tiene una energia mas alta o una longitud de onda mas corta que las radiaciones de
microondas (40).

Las longitudes de onda en un intervalo de 400-1500 cm-1 estan relacionadas con
los fendmenos inter moleculares especificos de cada material, es decir su huella dactilar,
mientras que longitudes de onda de 1500-4000 cm -1 pueden mostrar grupos funcionales
-OH, C=0, N=H y CHs. La compatibilidad entre los componentes de las peliculas puede
verse afectada cuando dos o mas sustancias se mezclan, las interacciones fisicas y
quimicas se reflejan en cambios en los picos o bandas caracteristicas de los espectros
(41).

3.1.19. Espesor/grosor
El espesor de las peliculas generalmente se mide utilizando un micrometro digital
electronico bien calibrado, micrometro, vernier o mediante imagenes obtenidas del SEM

23



o del microscopio optico. De hecho, la medicion del espesor de la pelicula es esencial
para determinar la uniformidad del espesor de la pelicula, ya que esta directamente
relacionada con la precision de la dosis en la pelicula. Ademas, es necesario un espesor
optimo para proporcionar una bioadhesion adecuada. La eleccién del o los polimeros es
critica ya que se sabe que ciertos polimeros (polivinilpirrolidona, eudragit, etc.) aumentan
el espesor de la pelicula. En general, una pelicula bucal ideal debe presentar un espesor
entre 50 y 1000 uym (35).

3.1.20. Rugosidad

Para medir la morfologia de la superficie se utiliza un rugosimetro, el cual mide la
topografia de la superficie con una alta precision desde el subnémetro hasta un tamaro
de 10 mm. La topografia de la superficie se cuantifica por los parametros de rugosidad
de la superficie. La rugosidad media (Ra) es el parametro de altura media aritmética con
una buena descripcion general de las variaciones de altura. La rugosidad de la raiz
cuadrada (Rq) representa la desviacidn estandar de la distribucidn de las alturas de la
superficie. El parametro de diferencia de pico a valle (Rf) se define como la distancia
vertical entre el pico mas alto y el valle mas bajo a lo largo de la longitud de evaluacion
del perfil. El valor medio de rugosidad (Rz) representa el promedio aritmético de las
desviaciones del plano central de la muestra. La topografia de la superficie se
caracterizaba generalmente por histogramas de distribucion de la altura. Los histogramas
representan el numero de puntos de datos presentes dentro de intervalos igualmente

espaciados (bins) en cada altura de la superficie (42).

3.1.21. Porosidad y distribuciéon de poros

Gracias a la microscopia, mas especificamente en SEM, el cual trabaja a un voltaje
de 15 kV, nos sirve para obtener imagenes y evaluar la nanoestructura de la membrana,
permitiéndonos ver el tamafo del poro promedio, los cuales se miden mediante un

programa de analisis de imagenes usando fotografias SEM (43).
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La porosidad denota una cantidad de poros por unidad de area del material, cuanto
mayor sea la porosidad, menor sera la resistencia del material. También afecta las
propiedades humectantes del material y tiene un efecto profundo en la penetracion del
ingrediente farmacéutico activo a través y desde él. La porosidad es ademas un
fendbmeno superficial y depende del tipo de secado y de la velocidad de secado. La
resistencia al desgarro y la porosidad dependen también de la naturaleza del polimero,

el tipo, el contenido y la composicidn de la pelicula (35).
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3.2. Antecedentes especificos

Como ya se ha mencionado, el 6xido nitrico (NO) es un radical libre de vida corta
que participa en la regulacion del recambio éseo y la funcion de las células 6seas el cual
es generado por la oxido nitrico sintasa (NOS) a partir del oxigeno y el aminoacido L-
Arginina. El papel exacto de cada isoforma NOS actualmente no esta del todo claro, sin
embargo, se ha demostrado que todas las isoformas de NOS estan involucradas en el
OTM con una mayor expresion en el lado de la tension, siendo la nNOS la mas
involucrada en los primeros eventos de OTM (44). Algunos estudios en los que se ha
realizado analisis inmunohistoquimico de secciones horizontales de los primeros molares
superiores de ratas sometidas a 3 y 24 horas de OTM concluyen que todas las isoformas
NOS estan involucradas en el OTM en alguna forma, con diferentes patrones de
expresion entre los lados de tension y presion (45). Se ha detectado un aumento de
osteocitos positivos para iINOS en el area de compresién 6h después de la aplicacion de
la fuerza, mientras que los osteocitos positivos para eNOS en el area de tension
aumentaron después de 24h (46). Como se indicé anteriormente, generalmente se
acepta que iINOS domina la resorcion 6sea en el sitio de compresion mientras que eNOS
media el efecto osteogénico en el area de tension (46,47).

Desafortunadamente al momento de realizar la revision de la literatura no hay
estudios en donde se demuestre el uso de peliculas de quitosano para la liberacion de L-
Arginina para acelerar el movimiento dental ortodoncico en los cuales nos pudiéramos
basar para determinar el porcentaje a usar en este estudio, pero si los hay con otro tipo
de farmacos que muestran que el quitosano es un buen vehiculo para los mismos y que
con una correcta caracterizacion se pueden lograr los objetivos deseados. En cuanto a
la L-Arginina al 15%, investigaciones concluyen que es Optima precursora del oxido
nitrico y por ende promueve que exista un estimulo celular en las areas a tratar (48,49).
Al revisar otros vehiculos para la entrega de L-Arginina, se encontr6 con que Sousa et al.
en el 2016, evaluaron la efectividad de un hidrogel con L-Arginina para la reparacion de
heridas y la promocion de la cicatrizacién al 5, 10, 15 y 40%, se determin6é que los
porcentajes del 10 y 15% eran mas efectivos (48). Encontraron una cantidad elevada de
iINOS y TGF-f3 en la herida, lo que sugiere un proceso acelerado de sanacion. Observaron
una disminucion de la infiltracion de células polimorfonucleares, una marcada

neovascularizacién, inflamacion y una deposicion desorganizada y difusa mas intensa de
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fibras de colageno. El incremento de iINOS observado por Sousa et al. resulta importante
una vez que se considera que, durante la aplicacion de fuerzas ortoddncicas, la INOS se

ve elevada en el lado de presién y en ambos lados se ve elevada la TNFa (48).

Por su parte Barros et al., (49) en el 2017 examinaron la resistencia a la traccion,
la histologia y la inmunohistoquimica de la piel de ratones macho y hembras que
recibieron diferentes concentraciones de L-Arginina aplicada topicamente, con el fin de
evaluar la posibilidad de usar L-Arginina como un ingrediente cosmético activo en el
tratamiento antienvejecimiento. Los resultados sugirieron que la aplicacion de L-Arginina
mejora la resistencia mecanica de la piel de ratones hembra mayores (20 semanas de
edad) y promueve la formacion de una mayor cantidad de colageno y fibras elasticas en
la piel cuando se aplica a una concentracion del 15%.

Shirazi et al., (50) (2002) investigaron el papel del NO en el movimineto dental de
ortodoncia, en donde dividieron 48 ratas del mismo modelo en cuatro grupos de estudio
de 12 ratas cada uno. Un grupo de recibid inyecciones subperiésticas de solucion salina
normal (50 microL / kg), otro inyecciones de L-Arginina (precursor de NO) (200 mg / kg)
y otro grupo (L-NAME ) de éster metilico de N (G)-nitro-L-Arginina (inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa) (10 mg / kg). Todas las inyecciones las administraron en la mucosa del
primer molar superior derecho desde el primer hasta el undécimo dia de aplicacién de la
fuerza a intervalos de 48 horas. Un grupo de control no recibié inyecciones. Desde el
tercer dia hasta el final del experimento, el grupo L-arg mostré un aumento significativo
en los movimientos de los dientes, mientras que el grupo L-NAME mostré una
disminucién significativa en los movimientos de los dientes en comparacién con el grupo
de control y solucion salina (p <0.001). Los estudios histopatologicos revelaron que el
numero de osteoclastos fue significativamente mayor en los frotis del grupo L-Arginina,
mientras que el numero de osteoclastos en el grupo L-NAME fue significativamente
menor en comparacion con el grupo de control (p <0.001).

Por otro lado Hayashi et al., (51) en el 2002 examinaron el papel del NO en el
movimiento de los dientes de ortodoncia en ratas. Para ello usaron inhibidores
especificos de las NO sintasas (NOS). Los primeros molares superiores de ratas Wistar

macho de 9 semanas de edad se movieron bucalmente durante 21 dias. Se realizé la
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administracion local de éster metilico de N(G)-nitro-L-Arginina HCI (L-NAME), un inhibidor
general de la actividad NOS, y redujo significativamente el movimiento de los dientes. Por
otro lado, N(6)-(1-iminoetil)-L-lisina, el 2HCI (L-NIL), un inhibidor selectivo de la isoforma
inducible de NOS, no tuvo ningun efecto. Dicho estudio sugiere que el NO es un mediador
bioquimico importante en la respuesta del tejido periodontal a la fuerza ortoddncica y se

produce principalmente a través de la actividad de la NOS constitutiva.

Por su parte Akin et al., (52) en el 2004 evaluaron el papel del 6xido nitrico (NO)
en el movimiento dental de ortodoncia en ratas. Usaron éster metilico de homega-nitro-
L-Arginina (L-NAME) como inhibidor de la NO sintasa (NOS), y usaron nitro-L-Arginina
(NLA) como precursor de la NOS. 54 ratas Sprague-Dawley las dividieron en 3 grupos
iguales y cada grupo se dividio en 3 subgrupos. Administraron NLA en los primeros 3
subgrupos a 10 (-4), 10 (-5) y 10 (-6) mol / L (20 microL / 12 horas), respectivamente. L-
NAME se administré en los siguientes 3 subgrupos con el mismo orden, cantidad y
prescripcion. Los ultimos 3 subgrupos los evaluaron como grupos de control; en el
séptimo subgrupo, le inyectaron NaCl (solucion salina) al 0,9% (20 microL / 12
horas). Finalmente, obtuvieron como resultados que los osteoclastos multinucleares, las
lagunas de Howship, la vascularizacién capilar y el movimiento de los dientes de
ortodoncia aumentaron significativamente en los grupos NLA en comparacion con los

grupos L-NAME vy control.

D’Attillio et al., (53) en el 2004, realizaron un estudio de disefio transversal para
examinar los niveles de sintasa de 6xido nitrico inducible y endotelial (eNOS e iNOS,
respectivamente) del tejido gingival durante el tratamiento de ortodoncia. El estudio fue
de 15 sujetos, 10 mujeres y 5 hombres (de 14,6 a 21,2 afios; media de 17,4 £ 1,8 afios),
que necesitaban la extraccion de los cuatro primeros premolares por motivos de
ortodoncia y que tenian indicaciones de gingivectomia. Un canino sometido a tratamiento
para el movimiento distal sirvi6 como diente de prueba, mientras que su canino
contralateral se utilizé como diente de control. El diente control se incluyé con aparatos
de ortodoncia pero no se sometio a la fuerza. Dos semanas después de la colocacion de
la aparatologia de ortodoncia, de cada diente experimental se recogieron datos de
presencia de placa supragingival, sangrado al sondaje y profundidad de sondaje y del
tejido gingival de cada diente de prueba y diente control para inmunohistoquimica,
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transcripcion inversa del ARN mensajero por reaccidon en cadena de la polimerasa y
analisis de transferencia Western para eNOS e iINOS. Tuvieron como resultados que
tanto los niveles de eNOS como de iINOS y la expresion de los diente de prueba fueron
significativamente mayores que los de los diente control, indicando un papel importante
para la eNOS gingival y la INOS durante las primeras fases del tratamiento de ortodoncia

en humanos.

Nilforoushan et al., (45) en el 2009 tuvieron como objetivo investigar la expresion
diferencial de las isoformas NOS en el ligamento periodontal (PDL) y el hueso en los
lados de tension y presion durante el movimiento dental de ortodoncia (OTM) al utilizar
un modelo de rata. Para ello realizaron inmunohistoquimica con anticuerpos de isoforma
NOS (iNOS, eNOS y nNOS) en cortes horizontales de los primeros molares superiores
sometidos a 3 y 24 horas de OTM. Analizaron el PDL y los osteocitos adyacentes de la
raiz distopalatina en las areas de presion y tension para determinar la expresion de estas
proteinas. El molar contralateral sirvié de control. Finalmente, tuvieron como resultados
qgue la expresiéon de todas las isoformas se incremento en el lado de tension. La expresion
de INOS y nNOS en el lado de presion con zona libre de células disminuyd pero en el
lado de presion sin zona libre de células aumentd. El numero de células positivas para
eNOS no cambid, pero la intensidad de la tincidon aumento visiblemente en el lado de la
tension. La duracion de OTM cambid solo el patron de expresion de nNOS. La expresidn
de NOS de osteocitos no cambio significativamente en respuesta a OTM, lo que sugiere
que las células PDL en lugar de los osteocitos son los mecanosensores en los primeros
eventos de OTM con respecto a la senalizacion de NO.

Por otro lado, Mohammadi et al., (54) (2012) investigaron los efectos de la L-
Arginina en la dieta como precursora del 6xido nitrico (NO) en el movimiento dental
ortodoncico en ratas. 36 ratas Wistar las dividieron aleatoriamente en un grupo
experimental y de control. El grupo experimental recibio L-Arginina dietética al 2 % (p/p)
en el agua potable para elevar su nivel en sangre. Al séptimo dia, en ambos grupos, se
movieron los incisivos superiores mediante la insercion de resortes y después
seleccionaron aleatoriamente 12 y 6 ratas de ambos grupos para preparar cortes
histolégicos donde contaron osteoclastos bajo un microscopio éptico y examinaron el
area superficial de las lagunas de resorcion radicular bajo un microscopio electronico de
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barrido, respectivamente. La investigacion tuvo como resultados que en el grupo de L-
Arginina, el movimiento dental ortodoncico (p < 0.001) y el numero de osteoclastos (p <
0.05) fueron significativamente mayores en comparacion con el grupo control, sin
embargo, no hubo diferencia significativa entre los dos grupos en términos del area
superficial de las lagunas de reabsorcion.

Shishido et al., (55) en el afio 2012 investigaron si NOC-18 (donante de 6xido
nitrico de accion prolongada) facilitaba el movimiento dental experimental en ratones, y
para ello utilizaron ratones machos. EI movimiento dental experimental fue inducido por
la insercion de un elastico de ortodoncia entre el primer molar superior izquierdo y el
segundo molar. Justo después de la insercion del elastico, administraron NOC-18 por via
intraperitoneal. Para la deteccidn de osteoclastos, realizaron tinciones HE, tinciones
TRAP e inmunotinciones para catepsina K. Dicho estudio tuvo como resultados que una
inyeccion intraperitoneal de NOC-18 aumentd significativamente la distancia del
movimiento dental experimental. Ademas, el numero y el area de los osteoclastos en el
lado de compresion de la superficie del hueso alveolar fue significativamente mayor en el
grupo NOC-18. Estos resultados sugiren que la administracion sistémica de NOC-18
podria tener algun efecto para facilitar el movimiento dental experimental en ratones a
través del aumento de la diferenciacion de osteoclastos en el lado de compresion del

hueso alveolar.

Ford et al., (33) en el 2014 midieron la concentracion de NO en el liquido crevicular
gingival (GCF) en pacientes sometidos a tratamiento de ortodoncia, en donde reclutaron
trece participantes masculinos (de 11 a 18 afios de edad) planificados para la terapia de
ortodoncia fija sin extraccion. Recolectaron muestras de GCF de cada incisivo central
superior y del primer y segundo molar inmediatamente antes (T0), 1h después (T1) y 3-4
dias después (T2) de la aplicacion de fuerzas ortodoncicas ligeras. Los segundos
molares superiores no los incluyeron en el tratamiento y sirvieron como controles. Los
niveles totales de NO mostraron niveles de NO significativamente mas altos (p <0.05) en
T1 en las superficies bucales de los incisivos centrales en comparacion con los primeros
y segundos molares. Los resultados indicaron un posible papel del NO en OTM en los

sitios de presion de los incisivos en los primeros momentos de tratamiento.
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Talebian et al., (56) (2021) investigaron el efecto inhibidor establecido del éster
metilico de N(omega)-nitro-L-Arginina (L-NAME) sobre el movimiento dental ortodéncico
y el posible papel de la 6xido nitrico sintasa en el mecanismo de accion del LiCl (cloruro
de litio). Para ello, 70 ratas macho Sprague Dawley las dividieron aleatoriamente en siete
grupos: grupo no tratado sin ninguna intervencion (i) y los grupos de ortodoncia con
movimiento dental que recibieron una inyeccion diaria de solucion salina (ii), 300 (iii) y
600 mg/kg. (iv) de LiCl por via oral, 10 mg/kg de L-NAME (v) y las combinaciones de 300
(vi) y 600 mg/kg de LiCl (vii) con L-NAME. EI primer molar se movi6 hacia el incisivo con
60 g de fuerza de inclinacion mesial aplicada por un resorte helicoidal fijo activado durante
2 semanas. Finalmente obtuvieron que ambas concentraciones de LiCl redujeron
significativamente el movimiento de los dientes. Aunque L-NAME fue capaz de reducir el
movimiento dental de ortodoncia, no se observaron efectos sinérgicos con LiCl. Ademas,
L-NAME no tuvo impacto en el aumento robusto y significativo de la hormona estimulante
de la tiroides (TSH) y la disminucion de la triyodotironina (T3) y la tiroxina (T4) en las ratas
tratadas con LiCl. Estos hallazgos sugieren que el LiCl disminuye significativamente el
movimiento dental ortoddncico en ratas; sin embargo, esta capacidad no parece estar

mediada principalmente por la 6xido nitrico sintasa.

Es este tipo de investigaciones son las que que despiertan interés sobre el papel
del NO y L-Arginina en el movimiento dental sometido a OTM, al igual que abren pautas
para la deteccién de aquellos inhibidores del mismo al resaltar en sus resultados un
optimo o nulo movimiento dental ortodoncico, y ponen de manifiesto la importancia de

extrapolar estas investigaciones a sujetos humanos.

También, se han realizado varios estudios para determinar el potencial del
quitosano como portador de farmacos orales, al limitar como ya se menciond
anteriormente los efectos adversos de la administracién sistémica. Los compuestos a
base de quitosano se pueden usar para disefar un sistema de administracion local de
farmacos robusto con las propiedades mecanicas requeridas, tiempo de contacto, un
perfil de liberacidn sostenida, mientras se mantiene un contacto intimo con la mucosa
oral (16). Desafortunadamente no hay estudios en donde se demuestre el uso de
membranas quitosano para la liberacion de L-Arginina, pero si los hay con otro tipo de
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farmacos que muestran que el quitosano es un buen vehiculo para los mismos y que con

adecuadas caracterizaciones se pueden lograr los objetivos deseados (57).

San Wu et al, (58) (2015) evalaron la actividad antibacteriana y la
biocompatibilidad de las membranas de polihidroxialcanoato (3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV), quitosano (PHBYV) / (quitosano) y polihidroxialcanoato (PHBV-
g-MA) injertado con anhidrido maleico (MA). Se sembraron fibroblastos de piel de cola
de ratdén en dos series de estas peliculas para evaluar la citocompatibilidad. Los analisis
de colageno y proliferacion celular indicaron que PHBV, PHBV-g-MA y sus membranas
compuestas fueron biocompatibles con respecto a la proliferacion de fibroblastos. Sin
embargo, la proliferacion de fibroblastos, la produccidon de colageno y el porcentaje de
células normales que crecieron en las membranas de PHBYV / quitosano fueron mayores
que los de las membranas de PHBV-g-MA / quitosano. Los ensayos de ciclo celular y
apoptosis por fibroblastos en las muestras de membrana de la serie PHBV no se vieron
afectados por el contenido de ADN relacionado con el dafio; es decir, no se observo una
rapida apoptosis / necrosis, lo que demuestra el potencial de las membranas PHBV /
quitosano o PHBV-g-MA / quitosano para aplicaciones de materiales biomédicos. Las
membranas de PHBV-g-MA o PHBV que contienen polisacarido basado en quitosano

tuvieron una mejor actividad antibacteriana.

Por su parte Carrero et al.,(59) en el 2019 realizaron la modificacion quimica de
quitosano proveniente de conchas de camaron (Litopenaeus vannamei) con
aminoacidos: L-leucina y L-tirosina (Tyr), con el fin de variar algunas de sus propiedades
fisicas y quimicas, y ampliar su uso en la fabricacion de peliculas. Los derivados
(quitosano-L-Leucina y quitosano-Tyr) fueron caracterizados mediante estudios de
espectroscopia infrarrojo (ATR-FTIR) y las propiedades térmicas fueron analizadas
mediante termogravimetria (TGA). Realizaron ensayos de solubilidad, donde observaron
que los derivados obtenidos son solubles en disoluciones acuosas a valores de pH neutro
y alcalino, a diferencia del quitosano que solo es soluble bajo condiciones de pH acido.
La citotoxicidad de los derivados fue analizada mediante ensayos de hemocompatibilidad
con eritrocitos humanos. Posteriormente realizaron membranas a partir de los derivados
de quitosano-L-Leucina y quitosano-Tyr, y determinaron el angulo de contacto y el
proceso de biodegradabilidad. Los andamios fueron preparados usando la técnica de
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electrospinning y la morfologia de las fibras fue estudiada mediante SEM. En general, los
resultados obtenidos por FTIR, TGA y SEM sirvieron como herramientas para verificar la
modificacion realizada, al permitir ampliar las propiedades fisicas y quimicas del
quitosano puro, principalmente en cuanto a su solubilidad, permitiendo que este

novedoso biomaterial sea empleado en multiples aplicaciones.

Di Martino et. al., (60) (2019) realizaron una pelicula a base de colageno y
quitosano para la administracion controlada de una combinacion de anestésicos de corta
duracion. Los espesores de todas las peliculas preparadas las midieron con un
micrémetro. Los resultados indicaron que la carga del farmaco no afecta el grosor total
de la pelicula. Se observo una variacion minima en el peso entre las membranas lo que
indico una distribucion uniforme de los componentes. Utilizaron FTIR ATR para detectar
las interacciones entre quitosano y colageno, asi como los posibles cambios
estructurales. Sus resultados mostraron que no se forman enlaces quimicos entre el
quitosano y el colageno, sino solo interacciones por puentes de Hidrégeno. Debido a la
naturaleza de los componentes (quitosano y colageno), las peliculas preparadas
demostraron un rapido hinchamiento y por otra parte, las propiedades mecanicas de las
peliculas las evaluaron con un analizador de textura, y reportaron que la presencia de un
solo farmaco o una combinacion de ellos no afecta las propiedades mecanicas de las
peliculas en términos de resistencia a la traccion y alargamiento a la rotura e indican que
las peliculas quitosano-colageno tienen una buena combinacion de resistencia y
flexibilidad, comparable con otras peliculas de polisacaridos como el acido alginico y la

carboximetilcelulosa.

Dodero et al., (61) (2020) sintetizaron membranas electrohiladas a base de
quitosano, a las cuales les observaron los efectos de viscosidad de la solucion,
coagulante y reticulante y finalmente definieron que tipo de estructura era la ideal para
fomentar la viabilidad celular. Tuvieron como resultados que las esferas ibnicamente
reticuladas representan una clase de productos biomédicos extremadamente
prometedores, probablemente altamente biocompatibles y caracterizados por nanofibras
delgadas y homogéneas con un diametro de 200 nm, mostrando asi la estructura ideal
para fomentar la viabilidad celular.
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Y finalmente, como un mayor acercamiento a las peliculas de interés de nuestro
estudio, Wang et. al. (62) en el 2019, con fin de mejorar las propiedades térmicas y
mecanicas de las peliculas de quitosano, prepararon y caracterizaron una pelicula de
mezcla ternaria de quitosano/curdlan/carboximetilcelulosa (quitosano/curdlan/
carboximetilcelulosa), y observaron que, en comparacion con el quitosano puro, las
peliculas mezcladas quitosano/curdlan/ carboximetilcelulosa exhibian mejores
propiedades mecanicas, permeabilidad y estabilidad térmica. Ademas, se mejoraron las
propiedades de la luz visible de la pelicula de mezcla ternaria. Los analisis de microscopio
electronico de barrido y espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier indicaron
una buena compatibilidad entre el quitosano, el curdlan y el carboximetilcelulosa, lo que
llevé a una mejora correspondiente en las propiedades debido a las interacciones entre
los tres componentes en el proceso de mezcla. Por lo tanto, establecieron un método
eficaz para mezclar curdlan con quitosano y carboximetilcelulosa, y la pelicula de mezcla

tiene buenas propiedades térmicas y mecanicas.

Ademas, Kawasaki et. al. (63) (2015), depositaron una pelicula de polimero
compuesta por una mezcla de nanofibras de quitosano y carboximetilcelulosa en una
superficie de vidrio. Ellos observaron que la pelicula delgada de la mezcla Ch-
carboximetilcelulosa obtenida era estable, y la adhesion de los fibroblastos a la pelicula
era mas baja cuando la relacién de peso de quitosano a carboximetilcelulosa era de 4:6.
El potencial  y el angulo de contacto de la pelicula de la mezcla indicaron que se formé
un complejo de poliiones de quitosano y carboximetilcelulosa. Concluyeron que la
resistencia mecanica de la pelicula compuesta de complejos de nanofibras Ch-
carboximetilcelulosa fue mucho mayor que la de la pelicula compuesta de complejos

carboximetilcelulosa solubles en agua en quitosano (no nanofibra).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Convencionalmente, un tratamiento de ortodoncia dura aproximadamente 2 afos
y el uso prolongado de aparatologia fija (brackets) puede tener consecuencias para los
pacientes, tales como reabsorcion radicular, desmineralizacion, problemas gingivales y
caries. Por tal motivo, una manera de reducir la duracién del tratamiento ortodoncico es
acelerar el movimiento dental. Se han probado multiples métodos y técnicas para ayudar
a la aceleracion del movimiento dental, pero la mayoria de ellas son invasivas y pueden
llegar a ser incomodas para el paciente, por lo que la terapia farmacologica es el futuro
de los avances ortoddncicos en este tema.

La L-Arginina es un aminoacido semi-esencial, la cual también se puede
metabolizar en el ciclo de la 6xido nitrico sintasa y producir NO, siendo una de sus
diversas funciones la contribucion en el remodelado 6seo. EI NO se encuentra de manera
basal y ha demostrado tener una actividad bifasica al aplicar fuerzas mecanicas
controladas, a mayor expresion de NO, existe una mayor reabsorcion 6sea debido a una
alta actividad osteoclastica, a bajas concentraciones se muestra una mayor actividad de
los osteoblastos.

Actualmente, los sistemas de administracion de farmacos mucoadhesivos como
las peliculas, interactuan con la capa de moco que cubre la superficie epitelial de la
mucosa Yy las moléculas de mucina, esto aumenta el tiempo de residencia de la forma de
dosificacion en el sitio de absorcion y promueva una accion local. Por lo tanto, las formas
de dosificacion mucoadhesivas son ventajosas para aumentar las concentraciones del

farmaco y también la actividad terapéutica.
Con base a lo anterior planetamos la siguiente pregunta de investigacion:
Pregunta de investigacion

¢ Las peliculas mucoadhesivas de quitosano caracterizadas permiten la liberacion
de L-Arginina al 15%7?
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5. JUSTIFICACION

El quitosano ha demostrado ser un biomaterial con una variedad de propiedades
biolégicas favorables y que se puede combinar con materiales bioactivos para servir
como andamio de ellos; caracteristicas que lo catapultan para ser un excelente
biomaterial para la liberacion prolongada de farmacos. Este biopolimero podria actuar
como vehiculo de la L-Arginina y permitir su liberacion para promover la accion del NO
en el contexto de la ortodoncia. Por su parte la L-Arginina ha probado ser un aminoacido
prometedor en estudios de remodelado 6seo en animales, sin embargo, se necesitan
estudios experimentales que analicen una via de administracion menos invasiva como
las peliculas mucoadhesivas y su posible aplicacion clinica en la aceleracion del

movimiento dental.

Con base en lo anterior, es importante desarrollar, en primer lugar, un vehiculo de
entrega (peliculas de quitosano) que permita la liberacidon de L-Arginina, que sea seguro,
de facil colocacion y ambulatorio, y para ello, también es importante caracterizar sus
propiedades fisico-quimicas.

Aunque hay estudios que demuestran que las peliculas de quitosano tienen
propiedades utiles como suavidad de la superficie, no toxicidad y una liberacion rapida
de las sustancias incorporadas, se requiere estudiar la naturaleza exacta del perfil de
liberacion de la combinacion propuesta en este trabajo (quitosano/L-Arginina). Evaluar la
liberacidn y las caracteristicas fisicoquimicas de las peliculas de quitosano/L-Arginina
abrira camino a futuras investigaciones en ortodoncia acelerada y su eventual aplicacion

clinica.
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6. HIPOTESIS
e Hipodtesis cientifica (Hi): Las peliculas mucohadesivas de Quitosano

caracterizadas permiten la liberacién de L-Arginina al 15%

e Hipodtesis nula (Ho): Las peliculas mucohadesivas de Quitosano
caracterizadas no permiten la liberacion de L-Arginina al 15%
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Caracterizar y evaluar la liberacion de L-Arginina al 15% en peliculas

mucoadhesivas de quitosano.

7.2. Objetivos especificos

Cuantificar el pH con un potencidémetro.

Identificar la porosidad y distribucién de poros de las peliculas mucoadhesivas
mediante las imagenes obtenidas en Microscopio Electrénico de Barrido (SEM).
Determinar hinchamiento mediante la técnica de swelling con solucion de saliva
artificial.

Determinar la morfologia de espesor y grosor mediante las imagenes obtenidas del
microscopio optico.

Medir e identificar las interacciones entre los grupos funcionales mediante los
espectros FT-IR de las peliculas mucoadhesivas.

Determinar la rugosidad de las peliculas usando un rugosimetro

Identificar la microestructura de las peliculas mediante las imagenes obtenidas en
Microscopio Electronico de Barrido (SEM).

Cuantificar la liberacion de L-Arginina al 15% en peliculas mucoadhesivas de

quitosano por medio de la Espectroscopia Ultravioleta-Visible.

38



8. MATERIAL Y METODOS
8.1. Diseio del estudio
e Disefo: experimental.
e De acuerdo al numero de las mediciones: longitudinal para las variables: pH,
microestructura, hinchamiento, rugosidad, grosor/espesor, porosidad.
e De acuerdo a la medicion del fenbmeno: Prospectivo.
e De acuerdo con la interpretacion del fendmeno: Descriptivo.

e Disenfo: in vitro.

8.2. Poblacién y muestra

Se realizaron las pruebas de caracterizacion de acuerdo a la metodologia
reportada para cada una, citadas en el apartado de procedimientos, técnicas y fuentes
de recoleccion. Se utilizaron 3 peliculas de 1.6cm x 1.6cm para las pruebas de
hinchamiento, otras 3 de 1cm x 2cm para medir el espesor y grosor, y finalmente 3
peliculas de 2.5cm de diametro para cada una de las pruebas de pH, porosidad,
microestructura, rugosidad, FTIR e hinchamiento, tal y como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Grupos para las pruebas a realizar

Grupo Clave

Pelicula de 2.5cm de diametro de Quitosano con L-Arginina al 15% | ChA15%

Pelicula de 1.6cm x 1.6cm de Quitosano con L-Arginina al 15% ChA15%

Pelicula de 1cm x 2cm de Quitosano con L-Arginina al 15% ChA15%

Aunque la metodologia no sugiere una “n” nosotros nos basaremos en el resto de

técnicas referidas utilizando 3 peliculas, es decir, pruebas por triplicado.

Tipo de muestreo: Muestreo no probabilistico por conveniencia

8.3. Criterios de seleccién de la muestra
¢ Inclusion: Peliculas que tengan el mismo grosor.
e Exclusion: Peliculas cuya mezcla no sea homogénea: que se observen dos fases.
e Eliminacién: Peliculas que durante el proceso se rompan, peliculas
contaminadas.
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8.4. Variables

Tabla 3. Variables del estudio

VARIABLE DEFINICION DEFINICION ESCALA DE | CATEGORIA
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION Y
UNIDADES
PELICULA DE | Pelicula de preparaciéon | Mezcla de | Ordinal, INDEPENDIENTE
QUITOSANO sélida que contiene el o | carboximetilcelulosa, cuantitativa,
los farmacos aditivos, | quitosanoy L-Arginina, en | razén, gramos.
destinada a ser disuelta | donde después de su
en la boca. secado se obtiene una
pelicula.
L-ARGININA Bloque quimico | Medicion de dicho | Cuantitativa, INDEPENDIENTE
fundamental llamado | aminoacido contenido y | razon,
"aminoacido". La L- | liberado de la pelicula por | continua,
Arginina es convertida en | medio de UV visible. numérica.
el cuerpo en una
sustancia quimica
llamada 6xido nitrico.
pH Coeficiente que indica el | Medicion resultante del | Cuantitativa, DEPENDIENTE
grado de acidez o | potenciometro, donde los | razén,
basicidad de una solucién | valores del pH varian en | continua
acuosa. una escala que va de 0
hasta 14. Numérico.
POROSIDAD La porosidad es la | Medicién de cantidad de | Cuantitativa, DEPENDIENTE
propiedad de un material | poros presentes en las | razon,
vinculada a los espacios | peliculas. Continua,
vacios de los que dispone micras.
en
su superficie o estructura.
El concepto, que alude a
la medida y el tamafio de
sus huecos, aparece en
multiples ambitos, como
la ingenieria, la
metalurgia y la farmacia.
HINCHAMIENTO Incremento de volumen | Mediciéon del peso de la | Cuantitativa, DEPENDIENTE
debido a la retencion de | pelicula antes y después | razén,
agua de una pelicula. de ser sumergida en saliva | continua,
artificial. gramos.
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ESPESOR/GROSOR Dimensiones de un | Mediciéon de dimensiones | Cuantitativa, DEPENDIENTE
cuerpo de tres | del borde de la pelicula | razoén,
dimensiones. mediante las imagenes | continua,
obtenidas del microscopio | micras.
optico en el Software
AxioVision.
FTIR Técnica que permite | Identificacion  de los | Cuantitativa, DEPENDIENTE
identificar los enlaces | componentes quimicos, | razon,
entre los componentes de | grupos funcionales, y | continua
una muestra mediante el | orientacion molecularde la | Numérico (cm™
estudio de la interaccion | pelicula de Quitosano y L- 1)
de la radiacion | Arginina mediante
electromagnética, en el | espectroscopia infrarroja
rango infrarrojo del | por transformada de
espectro, con la materia. | Fourier.
Permite determinar
cualquier componente
con enlaces covalentes,
ya que los infrarrojos
hacen que estos enlaces
vibren y emitan energia.
RUGOSIDAD Conjunto de | Medicion de la rugosidad | Cuantitativa, DEPENDIENTE
irregularidades que posee | superfcial de las peliculas | razon,
una superficie. con un rugosimetro. continua,
micras.
MICROESTRUCTURA | Los aspectos | ldentificacion de la | Cuantitativa, DEPENDIENTE
microscopicamente morfologia y micro | razén,
morfolégicos con | estructura de las peliculas, | continua,
imagenes de alta | ademas de proporcionar | micras.
resoluciéon (1mm). informacioén de la relacion
entre la estructura y el
comportamiento funcional
de los materiales mediante
SEM.
LIBERACION La liberacion del | Medicién de la cinética de | Cuantitativa, DEPENDIENTE
contenido del principio | la L-Arginina contenida en | razén,
activo contenido en el | las peliculas mediante UV | continua,
vehiculo. visible. nanometros.
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8.5. Concordancia y fiabilidad

Se capacito al investigador por un experto para la sintesis de la pelicula, asi como
para la medicidén de las demas variables del estudio. Todas las pruebas se realizaron por
triplicado bajo la supervision del experto en el area.

La tesista adquirio la capacitacion en el manejo de todas las técnicas, en el caso
de las pruebas del porcentaje de hinchamiento se utilizaron la prueba estadistica CCI
(coeficiente de correlacion intraclase o coeficiente r2 de Pearson), esto para determinar
la confiabilidad, reproductibilidad y concordancia entre las mediciones (nivel de
significancia 5% = 0.05). El gold standard fueron las medidas que registro el experto,
quien tiene la mayor experiencia, destreza y habilidad. En el caso de las pruebas en SEM/
FTIR, y uso del rugosimetro y potenciometro se realizaron por la tesista e investigador a
cargo del equipo. Los reactivos fueron de grado analitico y medidos con instrumentos de
laboratorio precisos, calibrados y en buen estado. Se tomaron los valores promedios de

las 3 pruebas para cada una de las mediciones.

8.6. Ubicacién espacio-temporal

e Direccién de Innovacion y Transferencia de Conocimiento (DITCo): para las
pruebas de FTIR y el uso de SEM y microscopio 6ptico.

e Centro Avanzado de Pruebas Analiticas no Destructivas BUAP: para la prueba de
liberacion.

e Laboratorio Multidisciplinario FEBUARP: para la elaboracion de las peliculas.

e Laboratorio de Biomateriales FEBUAP: para la prueba de hinchamiento y
rugosidad.

e Laboratorio de Microbiologia Oral FEBUAP: para la prueba de pH y liberacién.
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9. PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION

9.1. Técnica de elaboracién de las peliculas

Si bien, como ya explico en el apartado de antecedentes especificos, no existe en

la literatura reportada como tal el procedimiento ni la cantidad de los ingredientes

necesarios, incluido el porcentaje de L-Arginina para la elaboracion de las peliculas a

base de quitosano, por lo que al reunir diversos datos de multiples fuentes cientificas se

formul6 una pelicula de acuerdo a las necesidades del proyecto y posterior a ello se

procedidé a su caracterizacion para saber si cuentan 0 no con las caracteristicas ideales

necesarias para hacer una entrega del farmaco (L-Arginina) de manera mucoadhesiva
(43, 62-67).

Se sintetizaron las peliculas de la siguiente manera:

1.

En la balanza analitica se pesaron todos los reactivos a utilizar y se reservaron.

Se solubilizé 0.75g de carboximetilcelulosa (Sigma- Aldrich) 0.75% en 25ml de
agua destilada a 25°C.

Una vez obtenida una mezcla homogénea se le agrego 1g de quitosano de bajo
peso molecular (Sigma-Aldrich) manteniéndose en agitacion de 350 rpm hasta

observar una solucion homogénea (aproximadamente 30min).

En seguida se aumentd la temperatura a 50°- 55°C para poder agregar 4.0125¢g
de L-Arginina (Sigma- Aldrich) al 15%, manteniendo la agitacion de 350 rpm
hasta observar nuevamente una solucion homogénea y en una sola fase

(aproximadamente 3 horas).

Posterior a ello, se realiz6 un vaciado de 2 ml de la solucion con ayuda de una
jeringa milimetrada en cajas Petri (9 cm de diametro), y se procedio a su secado

a temperatura ambiente.

Finalmente luego de 14 dias se notaron homogéneas y secas. Cada paso

realizado se puede observar en la figura 8.
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Figura 8. Esquema de pasos a realizar para el procedimiento de las peliculas

constituidas de quitosano, carboximetilcelulosa y L-Arginina. a) Reactivos pesados. b)
Se solubilizé la carboximetilcelulosa en agua destilada. c¢) Carboximetilcelulosa
solubilizada. d) Se le agreg6 quitosano a la mezcla de carboximetilcelulosa y agua. e)
Se mezclo perfectamente hasta tener una mezcla homogénea. f) Se agrego6 a lo
anterior L-Arginina. g) Nuevamente se obtuvo una mezcla homogénea. h) Vaciado con
ayuda de una jeringa milimetrada en cajas Petri.

i) y j) Peliculas homogéneas y secas.

Fuente propia.
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9.2. Determinacion de las propiedades y pruebas de caracterizacién
9.21. pH

Durante la liberacion de la L-Arginina se tomo el pH de la saliva artificial donde se
encontraba la pelicula. Las peliculas se cubrieron con 20 mL de saliva artificial y se
dejaron hinchar durante 1h a 37°C para semejar el ambiente de la cavidad oral tal como

se muestra en la figura 9.

El pH de la superficie de las peliculas se midié al poner el electrodo del medidor
de pH en contacto con la superficie de la pelicula y dejar que se equilibrara durante 1
min, se hicieron las mediciones al contacto y después de 30min, 1h, 2h, 5h y 12h en
muestras por triplicado (8).

pH de pelicula 6.0

pH de saliva 7.4

Figura 9. Las peliculas se cubrieron con 20 mL de saliva artificial, donde
posteriormente el electrodo del medidor de pH se puso en contacto con la peliculas.

Fuente propia.

9.2.2. Porosidad y distribucion de poros

Se utiliz6 un microscopio electrénico de barrido (JSM-5800LV, JEOL, Tokyo,
Japan) que trabajaba a un voltaje de 15 kV para obtener imagenes y evaluar la
nanoestructura de los andamios. La imagen de referencia del SEM se observa en la figura
10.
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Figura 10. Ejemplo de un Microscopio Electronico de Barrido (SEM). Fuente tomada
de la pagina del laboratorio CONAHCYT.

Antes de comenzar el proceso de formacion de imagenes, los andamios se
recubrieron con oro usando un recubridor de pulverizacion catddica en un ciclo doble
consecutivo con un intervalo de 30 segundos a 45 mA para producir una superficie
conductora. Posteriormente, en cada sitio de las 3 peliculas se tomaron 4 imagenes para
tratar de registrar y detectar si habia la presencia de poros (cantidad de micras de cada
poro y el nimero de los mismos), al igual que el registro de las superficies planas y donde

se encontraban irregularidades (43).

9.2.3. Hinchamiento o capacidad de absorcion de agua

Para determinar el hinchamiento o swelling, se compararon las peliculas antes y
después de ser sumergidas en saliva artificial. Para ello se utilizé6 una cuchilla de corte
de papel estandar para cortar las peliculas en forma cuadrangular de 1.6cm x 1.6cm y

asi poder hacerlas de un tamafio uniforme.

Primero se determind el peso inicial de cada muestra de las peliculas colocadas
en una caja petri con ayuda de una balanza analitica Ohaus PR124, posteriormente
dichas muestras fueron inmersas en 5ml de saliva artificial (pH: 7.54) a una temperatura
constante de 37-C con la ayuda de una estufa de laboratorio de secado para imitar las
condiciones térmicas de la saliva en cavidad oral tal como se muestra en la figura 11y
12.
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Figura 11. Saliva artificial, peliculas cortadas Figura 12. Peliculas inmersas
e intrumentos para elaboracion de la prueba en 5ml de saliva artificial a

de hlnCham|ent0 Fuente prOpIa 37°C en |a estufa de Secado

Fuente propia.

Para determinar el peso de las peliculas hinchadas se retiraron las muestras de la
solucién de saliva a los 5min y 60 min, se secd la saliva de la superficie con papel filtro
para nuevamente ser pesadas en la balanza analitica y después se regresaron al
contenedor con saliva del que fueron retiradas.

El hinchamiento de las muestras que representa la masa final hinchada con
respecto a la masa inicial completamente seca se determind aplicando la siguiente
ecuacion:

Relacién de Hinchamiento Hi= (m2-m1) / m1 x 100

Donde Hi es el porcentaje de liquido absorbido por la pelicula, m2 es el peso de la
pelicula humeda a diferentes tiempos y m1 el peso de la pelicula inicial antes de ser

sumergida en la saliva artificial (60, 68, 69).
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9.2.4. Espesor/Grosor

Se utilizé una cuchilla de corte de papel estandar para cortar las peliculas a una
longitud de 1cm x 2cm y se usd un microscopio optico (Zeiss AXIO). Las muestras se
colocaron sobre tiras adhesivas de doble cara para que las peliculas se mantuvieron
estables.

El espesor se tomé en 3 peliculas en 5 posiciones diferentes, 4 ubicados a lo largo
del borde incluyendo los extremos (1—4) y 1 en el centro del borde (5) utilizando el lente
5x/0.13HD tal como se muestra en la figura 13. Posteriormente se midié el espesor en
las imagenes obtenidas en el Software AxioVision.

Figura 13. Pelicula colocada bajo el lente del microscopio 6ptico (Zeiss AXIO)

Fuente propia.

Finalmente se calculé el valor promedio del grosor obtenido de todas las
mediciones (60,70).

9.2.5. Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier (FTIR)

Se realizd el andlisis estructural mediante Espectroscopia Infrarroja (Vertex
70 Bruker Optics-Bruker Corporation, Billerica, Massachusetts, EE) para detectar las
interacciones entre el quitosano, carboxilmetilcelulosa y L-Arginina, asi como sus

posibles cambios estructurales. Las pruebas fueron llevadas a cabo en la Direccién de
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Innovacion y Transferencia de Conocimiento de la BUAP, donde se analizaron en el
espectroscopio de rayos infrarrojos para observar el espectro de cada pelicula. El ejemplo
del aparato utilizado se puede observar en la figura 14.

Figura 14. Ejemplo de un espectrometro FTIR. Fuente tomada de la pagina del
laboratorio CONAHCYT.

Se examinaron en cuatro diferentes zonas de tres muestras de 2.5cm de
diametro y se grafico un espectro por cada una. El espectro de cada muestra fue medido
en -1 un rango longitud de onda en el rango de numero de onda 400-4000 cm-1 a una
resolucidén de 4 cm—1 y 32 barridos a temperatura ambiente (aproximadamente 26°C), y
se identificaron los espectros las bandas de absorcion de los grupos funcionales de cada
componente (61, 71-74).

9.2.6. Rugosidad

Para medir la rugosidad y topografia de la superficie se utilizd una maquina
verificadora de rugosidad superficial Mitutoyo SURFTEST SJ-310 (rugosimetro), la cual
se observa en la imagen 20. El perfil tridimensional del valor la rugosidad media aritmética
(Ra) se obtuvo utilizando el rugosimetro con interferometria de apantallamiento de fase,
gue es una técnica optica comun para la perfilometria de superficie sin contacto. El valor
de la rugosidad se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

[iar
I

Donde L es la longitud del eje y, y z (y) representa la curva de rugosidad.

R, =

49



Ademas, los datos de profundidad total de la rugosidad (Rt) y rugosidad media
cuadratica (Rq), al igual que la rugosidad media aritmética (Ra) se obtuvieron e
imprimieron directamente del aparato (73, 75). En la figura 15 se puede apreciar el

rugosimetro y su uso para observar la rugosidad de las peliculas.

Figura 15. Prueba de rugosidad en una de las peliculas con el rugosimetro Mitutoyo
SURFTEST SJ-310. Fuente propia.

9.2.7. Microestructura

Esta prueba se llevé a cabo montando las peliculas y recubriéndolas con oro en
un ambiente inerte usando SEM, el cual trabajaba a un voltaje de 15 kV (JSM-5800LV,
JEOL, Tokyo, Japan) para obtener imagenes ampliadas adecuadas y asi poder observar
la microestructura, ya fuese lisa y uniforme o rugosa (37,38). El ejemplo del equipo se

encuentra en la figura 16.

Figura 16. Microscopio electrénico de barrido (JSM-5800LV, JEOL, Tokyo, Japan)
Fuente tomada de la pagina del Instituto Transdisciplinar de Investigacion y Servicios -
ITRANS
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9.2.8. Liberacién

Se acudié al laboratorio de microbiologia de la FEBUAP en donde se realizé la
prueba inicial de liberacion con la ayuda del ensayo de Bradford el cual se basa en una
reaccion colorimétrica de proteinas con un tinte, Coomassie Azul Brillante G-250 (76). La
prueba consistia primeramente en saber si se detectaba o no la L-Arginina con dicho
ensayo y posteriormente poder evaluar su cinética. Para ello se disolvio 2.5gr de L-
Arginina en 15ml de agua destilada y se tomaron muestras de 1ml de esta solucion las
cuales fueron colocadas en pocillos, posterior a ello se afiadié a cada pocillo 200 ul de
Bradford (imagen 22), y se espero a que se uniera a la L-Arginina que es la que se queria
cuantificar. Se llevd dicha solucion a celdas de cuarzo para observar en un
Espectrofotometro UV/Vis Ultrospec 1000, pero la prueba no fue lo suficientemente
sensible para poder observar L-Arginina, puesto que Bradford es mas especifico para
proteinas.

Debido a lo anterior, se optd para la realizacién de la prueba el uso de un
espectrofotometro UV-Visible LUS-B15 VELAB (VE-5100UV), el cual es un
espectrofotometro de doble haz de alta sensibilidad con una longitud de onda de 190 a
1100 nm para espectros de absorbancia de compuestos quimicos y bioquimicos
especifico para aminoacidos como la L-Arginina (76). El experimento realizado se
ejemplifica en la figura 17.

Figura 17. Realizacion de la prueba de liberacién mediante el ensayo de Bradford.
Fuente propia.
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Para el comienzo de la prueba de liberacién con el uso de un espectrofotdmetro
UV-Visible LUS-B15, se dio a la tarea de primero investigar a que longitud de onda era
visible la L-Arginina (77), por lo que para ello se realizaron varias soluciones, las cuales
se muestran en la tabla 4 y figura 18.

Tabla 4. Mezclas de los reactivos para medir la absorbancia de L-Arginina para la

prueba de liberacion en Espectrofotometro UV-Visible.

Frasco1 A | 19.5ml de agua destilada | Frasco2 A | 19.5ml de saliva
0.5ml de etanol 0.5ml de etanol
0.005gr de BPA 0.005gr de BPA

Frasco1 B | 19.5ml de agua destilada | Frasco2 B | 19.5ml de saliva
0.5ml de etanol 0.05ml de etanol
0.005gr de BPA 0.005gr de BPA
0.005gr de L-Arg 0.005gr de L-Arg

Frasco1 C | 19.5ml de agua destilada | Frasco 2C 19.5ml de saliva
0.5ml de etanol 0.05ml de etanol

Frasco 3A 19.5ml agua destilada Frasco 3B 19.5ml de saliva

(blanco) 0.5ml de etanol (blanco) 0.5ml de etanol

0.005 gr de L-Arg 0.005gr de BPA
& = a==9 e =) g - -
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Figura 18. Mezclas de los reactivos enfrascados para observar la absorbancia de L-

Arginina.

Fuente propia.




Posteriormente, tal y como se observa en la figura 19, 20 y 21, se procedio a
introducir cada solucién en celdas de cuarzo de 3.5ml para ser llevadas a observacion en

el espectrofotdmetro UV-Visible LUS-B15 y asi poder obtener los datos requeridos.

Figura 19. Muestras en la Figura 20. Celda de Figura 21. Celda de cuarzo

celda de cuarzo. Fuente cuarzo cargada con una con muestra en el
propia. muestra al espectrofotometro UV-
espectrofotometro UV- Visible. Fuente propia.

Visible. Fuente propia.

Finalmente y como prueba adicional para la observacion de la liberacion de la L-
Arginina también se opt6 por la técnica de cromatografia en capa fina (TLC), la cual
consiste en separar mezclas de compuestos con base en diferencias de polaridad para
un analisis cualitativo y cuantitativo de las muestras (36), tal como lo es para la L-Arginina.
Para ello primero se hicieron una mezcla de varios reactivos, los cuales se muestran en
la tabla 5.

Tabla 5. Mezclas de los reactivos para la prueba de cromatografia en capa fina (TLC).
FRASCO | 0.05 ninhidrina

1 25 ml de agua
FRASCO | (concentracion al 15% de Arginina)
2 25 ml de agua destilada

0.25 g de L-Arginina
FRASCO | 0.05 BPA
3 25ml de agua
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Después se colocaron unas gotas del Frasco 2 (L-Arginina) en la base de la capa
fina y posteriormente con un hisopo embebido en la solucién del Frasco 1 (ninhidrina) se
usdé como agente revelador para la L-Arginina esparciéndolo por todo la capa, y
finalmente se procedié a hacer lo mismo en otra capa fina pero con el Frasco 3 (BPA)

como solucién reveladora, mostrandose dicho procedimiento en la figura 22.

'

Figura 22. Colocacion de la solucién del frasco 1 con ayuda de un hisopo sobre la capa

fina.

Fuente propia.

Una vez realizado ello, se colocé cada capa fina en etanol por 1h para ver si
revelaba la presencia de L-Arginina contenida en el Frasco 2 previamente colocada.
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10. ANALISIS ESTADISTICO

Por la naturaleza del estudio solo se llevo a cabo estadistica descriptiva, asi como
también porcentajes y graficos correspondientes, medidas de tendencia central, de
dispersién, posicion y de forma.

El resumen del analisis estadistico empleado se puede observar en la tabla 6.

Tabla 6. Pruebas estadisticas a utilizar.

Pruebas Analisis estadistico

pH Estadistica descriptiva
Hinchamiento Estadistica descriptiva
Espesor y grosor Estadistica descriptiva
FTIR Estadistica descriptiva
Rugosidad Estadistica descriptiva
Microestructura Estadistica descriptiva
Porosidad Estadistica descriptiva
Liberacion Estadistica descriptiva
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11. RESULTADOS
11.1. pH

Con el objetivo de analizar la estabilidad y el nivel de pH de las peliculas se
realiz6 un ensayo de pH al contacto con saliva artificial. Los resultados se expresaron
como la media y fueron obtenidos a partir de un experimento realizado por triplicado, los
cuales se pueden observar en la tabla 7.

Tabla 7. Promedio de la medicién de pH de las 3 peliculas bajo varios intervalos de

tiempo.
Intervalo pH Hora de toma de
prueba

Antes de contacto con saliva 6.0 7:50

Contacto con saliva 7.5 8:00

30 min 8.0 8:30

60min 8.2 9:00

2hrs 8.3 10:00

5hrs 8.5 13:00

12hrs 8.7 20:00

11.2. Microestructura

La figura 23 muestra micrografias del SEM de las peliculas compuestas de
quitosano, carboxilmetilcelulosa y L-Arginina, en donde se puso gran atencion al observar
las microfotografias tomando en cuenta lo descrito en la literatura (78, 79).

A una amplificacién de x100, x500, x2500 y x5000, se pudieron observar en todos
los casos una estructura lisa, uniforme y con presencia de irregularidades en algunas
partes de las peliculas, ademas de no presentar algun tipo de grietas. Durante los
estudios sobre la morfologia de las peliculas también se encontrd que tenia una superficie
densa y morfologia asimétrica, con existencia de ciertas cavidades irregularmente

esféricas.
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Figura 23. Micrografias del SEM de las peliculas. a) superficie irregular con presencia
de cavidades esféricas. b) superficie con ciertas irregularidades y sin grietas. c) se

observa una superficie uniforme, lisa y relativamente plana. d) pocas irregularidades en

11.3. Hinchamiento
La tabla 8 muestra la cantidad de hinchamiento en peso y porcentaje de las

peliculas sumergidas en saliva artificial a los 5 minutos y a los 60 minutos. Se observo

la superficie, no muy lisa pero sin grietas.

que el comportamiento de las tres peliculas fue muy similar y se tuvieron valores de

diferencia muy parecidos entre ellos. Se puede observar que el valor maximo de

hinchamiento a la hora fue de 325.65%.

Tabla 8. Cantidad en peso y porcentaje de hinchamiento de las peliculas.

Peso | Pesoalos | % de absorcion | Peso a los % de
inicial 5 min de saliva 60min absorcion de
saliva
Pelicula1 | 0.1405 0.3790 169.75% 0.5917 321.13%
Pelicula 2 | 0.1407 0.3874 175.33% 0.5989 325.65%
Pelicula 3 | 0.1407 0.3829 172.13% 0.5980 325.01%

57



Las peliculas hinchadas presentaron flexibilidad, textura suave, buena hidratacion
y recuperaron su color inicial (antes de someterse el secado) tal como se observa en la

figura 24.

Figura 24. Pelicula antes de sumergirse en saliva artificial y a los 60 minutos después
hincharse.

11.4. Grosor/espesor

En la figura 25 se muestra que las peliculas presentaron un espesor promedio que
varia de los 50uym — 62um segun las imagenes obtenidas del microscopio optico (Zeiss
AXIO). Se puede lograr observar que tanto en los extremos de la pelicula como a la mitad

se mantiene constante el grosor.

b) 50-60um c) 56-60pm

Figura 25. Espesor de las peliculas tomadas en el Microscopio Optico (Zeiss AXIO). a)

extremo derecho. b) centro. c) extremo izquierdo.

11.5 Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier (FTIR)

Las interacciones entre los componentes de las peliculas de mezcla y los tipos de
enlaces quimicos analizados mediante espectroscopia infrarroja los podemos ver en la
figura 26, se marcaron las bandas en las imagenes tal y como se reporta en la literatura
(80, 81, 82), se tomo en cuenta ademas los espectros FTIR de L-Arginina, quitosano y
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carboxilmetilcelulosa obtenidos de la casa comercial Sigma Aldrich, mismos que fueron

los utilizados para este estudio y los cuales se encuentran en el apartado de Anexos.

Para el quitosano, la banda ancha de 3300-3500 cm-1 se observo a las
vibraciones de estiramiento —-NH- y —OH, y también mostraron dos picos a 1632 y 1548
cm-1, que se atribuyen a las amidas | y las amidas Il, respectivamente. La interaccion
entre la celulosa y el quitosano también se identificé por la banda del grupo hidroxilo
presente en el rango de 3300 a 3500 cm-1.

La banda a 1454 cm-1 esta asociada a la atraccion intermolecular del hidrégeno

en el C6 del grupo del anillo aromatico. Las bandas de 1166 y 1107 cm-1 se deben al

estiramiento de C-O-C y al estiramiento asimétrico del anillo, el espectro exhibié una
banda ancha entre 3450 y 3100 cm-1, asociada a estiramientos de O-H y N-H. La banda
a 1549 cm-1 corresponde a un estiramiento asimétrico del enlace C=0. La banda de 1454
cm-1 esta asociada a la vibracion del estiramiento del grupo CH3. Ademas, la banda a
1310 cm-1 se debe al estiramiento simétrico del grupo CO2. A 1088 cm-1 se detecta la

banda correspondiente a la torsion del grupo CHn. Finalmente, la banda a 955 cm-1 esta

relacionada con el estiramiento de C-N. Todo lo anterior mencionado se muestra en la

figura 26.
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Figura 26. Espectros FTIR de las peliculas. Cada color indica una pelicula diferente de

Quitosano, Carboxilmetilcelulosa y L-Arginina

11.6 Rugosidad

Los datos de la rugosidad media aritmética (Ra), profundidad total de la
rugosidad (Rz) y rugosidad media cuadratica (Rq) se obtuvieron e imprimieron
directamente de la maquina verificadora de rugosidad superficial Mitutoyo SURFTEST
SJ-310 (42, 73, 75), los cuales se muestran en la tabla 9 en donde se demuestran los
valores en micras. La lectura de las medidas graficadas que se observaron en la pantalla
de la maquina verificadora de rugosidad (rugosimetro) se imprimieron en un documento

grafico, los cuales se pueden observar en la figura 27.
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Tabla 9. Datos obtenidos de la maquina verificadora de rugosidad superficial Mitutoyo
SURFTEST SJ-310

PELICULA 1 | PELICULA 2 PELICULA 3
Ra | 11.95 ym 12.75 um 11.00 um
Rz | 58.65 ym 66.20 ym 47.38 ym
Rq | 14.85 um 16.07 um 12.73 pm
a) Pelicula1 |
ybi ‘km,r‘“/'w“.\‘,“"/\“\, e \ | B
i
b) Pelicula 2
Y|
‘) Pelicula3 - X
y oo o "“‘x.,,//w\\//‘ AN \/\\/\/\/\ /Ww/\\/\\,/”/‘\‘\ﬁ\//\

X

Figura 27. Graficas obtenidos de la maquina verificadora de rugosidad superficial
Mitutoyo SURFTEST SJ-310 en donde se observan las crestas y valles en el eje de las

X'y y que determinan la cantidad de rugosidad de las 3 peliculas

Como resultados se obtuvo una media para cada valor promedio el cual fue:
e Valor promedio de Ra: 11.9 ym
e Valor promedio de Rz: 57.37 uym
e Valor promedio de Rq: 14.55 pm

11.7. Porosidad

En las micrografias tomadas con el SEM las cuales se muestran en la figura 28, a
una amplificacion de x50, x100, x250 y x1000, se puede notar una distribucion
homogénea, incluso sin la presencia de micro o macroporos y sin interconectividad

porosa visible presente en las peliculas.

61



Por otro lado, la mezcla de quitosano con carboxilmetilcelulosa y L-Arginina,
produjeron ciertas irregularidades en la superficie de las peliculas, sin presentar poros de

ningun tipo.

Figura 28. Micrografias del SEM de las peliculas. a), b), ¢) y d) superficies con ciertas
irregularidades y sin presencia de poros, se observa incluso como se amplifica la misma
imagen para observar a mayor detalle la irregularidad y y poder corroborar que no hay

presencia de orificios microscopicos.

11.8. Liberacion
Los resultados obtenidos con la técnica de Bradford no fueron favorables, pues la
L-Arginina no fue sensible para poder observarse con tal técnica, pero si se logré saber

y conocer que dicho método es preciso para unicamente proteinas.

De acuerdo a la prueba realizada en el espectrofotometro UV-Visible LUS-B15
VELAB para lograr observar la absorbancia de L-Arginina, se obtuvo que el mayor pico
fue alos 282nm, numero indicativo donde se presume se lee dicho aminoacido (77). Tales
resultados se pueden observar en la imagen 25, en donde se graficd una de las lecturas
de los frascos de las mezclas con L-Arginina, Bisfenol A (BPA) y agua destilada, la cual

se encuentra en la figura 29.
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Figura 29. Grafica de la mezcla de agua destilada, Bisfenol A y L-Arginina expuestas al

espectrofotometro UV-Visible.

Una vez obtenidos dichos resultados, lo que se pretendié pero no se logro
realizar debido a multiples factores los cuales se anexan en el apartado de ANEXOS, fue
realizar una curva de calibracién y observar en un espectrofotdmetro UV-Visible la
cinética de la liberacion de la L-Arginina contenida en las peliculas de quitosano y
carboxilmetilcelulosa bajo varios periodos de tiempo y asi poder observar como
aumentaba o disminuia su concentracion, asi como ver su pico maximo y minimo y

finalmente graficar dichos resultados.

Respecto a la prueba realizada con la técnica de TLC, se obtuvo como
resultados que una vez expuesta la capa a agentes reveladores, se observo que la L-
Arginina fue mas sensible al Bisfenol A puesto que se tiid de una manera violacea mas
intensa a comparacién de cuando fue revelada con la Ninhidrina tal como se muestra en

la figura 30.

Figura 30. Técnica de Cromatografia en capa fina (TLC) donde la L-Arginina fue

revelada con ninhidrina.
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12.DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue sintetizar peliculas mucoadhesivas de quitosano
reforzadas con carboxilmetilcelulosa cargadas de L-Arginina al 15%, las cuales al
someterse a diferentes pruebas de caracterizacion se observaron resultados que fueron
contrastados con la literatura. Dichas pruebas discutidas son pH, microestructura,
liberacidn, porosidad, FTIR, hinchamiento, grosor/espesor y rugosidad respectivamente

y se presentan a continuacion.

12.1. pH

El pH (potencial de Hidrégeno) salival es en promedio de 6.5 y 7.5, asi que
teniendo en cuenta lo anterior, una pelicula con un pH demasiado acido o basico puede
afectar el area de aplicacion y provoca dafios en la mucosa oral que causan molestias al
paciente que van desde leves a severos, ademas de incluir también en el pH de las
peliculas preparadas (35), de ahi la importancia de tener un control del mismo, puesto
que de ello depende una parte de la biocompatibilidad de las mismas con las mucosas
del paciente.

Las peliculas sintetizadas en el presente proyecto se encuentran en el rango
aceptado de pH oral las cuales fueron de 7.5 — 8.7, con lo cual se esperaria que no
provoquen dafios en los tejidos circundantes ni efectos adversos para los pacientes. Por
ello, es importante conocer y saber el tipo de reactivos utilizados para la sintesis de las
peliculas, pues de eso depende en gran medida su comprtamiento de pH en cavidad oral.
Por ejemplo, Patel et al. (83) describieron que al aumentar el contenido de
polivinilpirrolidona (polimero sintético de monomeros de vinilpirrolidona), disminuyo
proporcionalmente el pH de la pelicula que prepararon en su estudio, donde resaltaron
que resultados muy acidos no son del todo favorables para las mucosas. Por otra parte,
Mahajan et al., (84) explican que el pH influye en la superficie tanto de las mucosas como
la de los polimeros, ademas reportan que la mucoadhesion es éptima en condiciones de
pH bajo (<6), pero a valores de pH mas altos (>8) se produce un cambio en la
conformacién en una estructura similar a una barra que los hace mas disponibles para la
interdifusidn y la interpenetracién. A valores de pH muy elevados, los polimeros cargados
positivamente como el quitosano forman complejos de polielectrolitos con moco y exhiben
altas fuerzas mucoadhesivas (84), lo cual con respecto a esta investigacion y teniendo
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en cuenta que se observa un pH de 7.5 y alcanzando el pH maximo a las 12 hrs de 8.7,
indicaria una gran capacidad de adhesion, interdifusion e interpenetracion. También, en
el estudio de Dattatraya et al., (8) en el 2012 describieron que el pH de la interfase
polimero-sustrato y el pH de la saliva como medio de disolucién afectan el
comportamiento del polimero y que el pH del microambiente que rodea al polimero
mucoadhesivo puede alterar el estado de ionizacion y, por tanto, sus propiedades de
adhesion, por ejemplo, los polimeros que presentan aniones carboxilato, a pH mas altos
las cadenas se expanden por completo debido a la repulsién electrostatica de estos
aniones permitiendo asi la adhesion. Una vez mencionado lo anterior, se tiene en cuenta
gue aun falta por realizar pruebas de mucoadhesién a las peliculas sintetizadas pero se
esperaria que esta sea lo bastante favorable debido al pH de 7.5 - 8.7 obtenido, y a la

interaccidn presente entre los polimeros y sus grupos carboxilos.

Por otro lado, el pH de las peliculas no siempre tiene que ser acido o basico,
depende del objetivo que se desee alcanzar, en ese sentido Shanmugapriya et al., (67)
refieren que el pH que se necesita para una pelicula que se aplique en heridas debe ser
ligeramente acido en la superficie (4.0 y 6.8), debido a que no solo facilita el control de la
infeccion en la superficie de la herida, sino que también acelera y mejora la proliferacion
celular y la formacion de fibroblastos (67), pero el cual no es el objetivo de esta

investigacion.

12.2. Microestructura
Varias propiedades superficiales de las peliculas como la textura (lisa/aspera), la
distribucion del farmaco (homogeneidad, agregada/dispersa), el espesor, entre otras, se
pueden determinar mediante SEM, el cual, es uno de los métodos mas precisos para
dichas pruebas, ademas, la literatura coincide en que estos analisis se debe evaluar asi
por la naturaleza de la morfologia superficial de las peliculas, por lo que en esta
investigacion se dio a la tarea de ver la microestructura con dicha prueba (35). En este
sentido, en las peliculas del presente estudio se llega a observar una estructura definida
y uniforme y con ciertas zonas planas, lo que nos permite hacer un comparativo con las
peliculas formuladas por Wang et al., (62) en el 2019, quienes observaron las superficies
de las peliculas mucoadhesivas realizadas a base de quitosano, quitosano/curdlan y
quitosano/curdlan/carboxilmetilcelulosa, en donde describen como éstas se llegan a
65



mostrar lisas con estructuras compactas, siendo un indicativo de compatibilidad para asi

formar una compleja estructura de red (62).

Por otro lado, algo que fue notorio en las peliculas elaboradas en esta investigacion
fue que conforme pasaron los dias durante el proceso de secado, la pelicula se iba viendo
mejor integrada, algo que que también mencionan Pinotti et al., (85) en el 2007, donde
mostraron que después de que las peliculas se secan, la microestructura de la superficie
se relaciona principalmente con la disposicién de los diferentes componentes de la
pelicula, ademas de que si varios polimeros tienen una buena compatibilidad, sugiere
que la formacién de la pelicula es homogénea y densa, pero, por razones
termodinamicas, las moléculas pueden separarse, lo cual lo confirman Limpa et al., (86)
en el 2012, en donde en su estudio explican que la incorporacién de ciertos polimeros en
peliculas puede provocar cambios en la estructura de la pelicula tanto a nivel molecular
como morfolégico, reduciendo o aumentando su rigidez. Asi que es posible que al
momento de colocar las peliculas mucoadhesivas de este este proyecto en cavidad oral,
las caracteristicas de microestructura cambien, aunque no de manera desfavorable,
debido a que las interacciones entre la mucosa y el polimero provocarian cambios
morfologicos debido a la adhesion y a su posterior degradacion, lo cual seria factible

haciendoles pruebas de adhesion, degradacion y rigidez en un futuro.

También en las peliculas también se observo la presencia de cavidades esféricas
cuya presencia puede explicarse segun lo reportado por Kong et al., (78) en donde
reportan que por las interacciones electrostaticas entre las moléculas de los polimeros,
por la formacion de grandes agregados, la accion de la superficie y la fuerza de agitacion
al momento de realizar las peliculas se llegan a formar estas cavidades, las cuales, se

llenan de agua libre y se vacian después de la evaporaciéon durante el proceso de secado.

Finalmente, la rugosidad observada en las micrografias SEM probablemente esté
relacionada con los fuertes enlaces de hidrogeno intermoleculares entre la
carboximetilcelulosa y el quitosano, lo cual lo explican Cai et al., (79) en su estudio donde
también sintetizaron peliculas a base de carboximetilcelulosa y quitosano, haciendo
referencia a que los enlaces obtenidos entre ambos polimeros podrian dar lugar a un

estado de gel cadtico en la solucion que conduce a una superficie rugosa.
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12.3. Hinchamiento

Uno de los principales reportes que nos sirvieron como referencia para la sintesis
de las peliculas en este proyecto de investigacion fue el realizado por Biswal et al., (87)
quienes mostraron que la carboxilmetilcelulosa, uno de los principales componentes
utilizados en la sintesis de biopeliculas en este trabajo, es un agente espesante unico
que contribuye a la estabilidad de la suspension, la adherencia y de importancia para la
prueba de hinchamiento, ya que su presencia aumenta las propiedades de retencion de
agua, y por lo tanto, es ampliamente utilizado en la industria de alimentos, productos
farmaceéuticos, aceites y productos quimicos diarios (87). Al momento de que se solubilizd
la carboximetilcelulosa para realizar las peliculas de esta investigacion, y se le agregaron
los demas compuestos, se observo una mezcla bastante espesa que al ser combinada
con el quitosano se mostré una interaccion rapida y homogénea, lo cual no ocurria si solo
si se colocaba quitosano, por lo que fue de total ventaja la adicion de la
carboxilmetilcelulosa, ademas de que una vez que las peliculas fueron secadas y
colocadas en saliva artificial, mostraron un excelente hinchamiento a raiz de la mezcla

de estos biopolimeros.

Por otro lado, Oliveira et al., (88) en el 2015, también hacen referencia a que las
peliculas puras de carboxilmetilcelulosa se disuelven facilmente en agua destilada y que
tiene mucha capacidad de absorcion de la misma, de modo que la carboxilmetilcelulosa
necesita ser mezclada con otros materiales para la mayoria de las aplicaciones, razén
por la cual, en este proyecto se reforzé con la adicién de quitosano, ya que este suele
aumentar las propiedades mecanicas cuando es combinado con otros componentes, asi
como impedir que la pelicula se solubilice en menor tiempo del esperado para los
objetivos de esta investigacion.

Si bien, la liberacion del principio activo se da a la par de la disolucion de la pelicula,
este proceso debe coincidir con el tiempo apropiado de acuerdo al objetivo de aplicacion
de esta, Guo et al., (89) desde 1994 propuso un alto grado de correlacion entre la
disolucién del farmaco y la absorcion de agua, referencia que después de la aplicacion
de la pelicula sobre la mucosa bucal, se produce una secuencia de procesos como la
difusion de moléculas de agua en el polimero, la hidratacion, el hinchamiento, el
desenredado y la erosion de los polimeros, caracteristicas que se comprobaron al
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momento de someter las peliculas de este proyecto en saliva artificial, pues desde los
cinco minutos comenzaron a hincharse mas del 100% de su peso inicial, asi mismo hubo
un aumento de erosién en relacion al tiempo, pero no se obtuvieron los datos de
degradacion, por lo que se sugire realizar dicha prueba mas adelante y asi poder
comprobar lo sugerido. Por su parte Nair et al., (35) y Peh et al., (90) reportaron que la
difusién de agua en las peliculas produce una capa delgada que se disuelve en la
superficie de la matriz y que a medida que se produce la hidratacion, el farmaco se
difunde, y que cuanto mayor sea la penetracion de los medios acuosos, mas se liberara
el farmaco, asi que con dichas aseveraciones, lo que se esperaria en las peliculas de
este estudio es la liberacion de la L-Arginina sea favorable, debido a su alta capacidad
de hinchamiento, puesto que se sugiere que el grado de hidratacion de la pelicula puede
incrementar la movilidad de las cadenas poliméricas locales y provocar una mayor
difusion del farmaco contenido. Ademas, Senel et al., (91) mostraron que el
comportamiento de hinchamiento de una pelicula bucal depende en gran medida de la
estructura y composicion de la misma y que hay una relacidon directa entre la tasa de
hidratacion y la bioadhesién o retencion gracias a la presencia de quitosano en las
peliculas. Por su parte nuevamente Biswal et al., (87) hacen referencia que el porcentaje
de hidratacioén es significativamente bajo con el uso polimeros hidrofébicos, por lo que la
combinacion de quitosano/carboxilmetilcelulosa con buenas propiedades hidrofilicas,
favorecio el hinchamiento de las peliculas y permitié un tiempo apropiado de liberacion
del principo activo.

Es importante resaltar que la hidratacion del polimero es esencial para la relajacion
y la interpenetracion de las cadenas poliméricas, pero el exceso de hidratacion
generalmente conduce a una disminucion de la mucoadhesion y/o retencion debido a la
formacion de mucilago resbaladizo. En ese sentido, se espera que el quitosano con
excelentes propiedades mucoadhesivas favorezca la retencion de la pelicula para su
futura aplicacion en la mucosa bucal (35).

12.4. Grosor/espesor
La medicién del espesor de la pelicula es esencial para determinar la uniformidad
del grosor y la eleccidon del polimero es critica ya que se sabe que ciertos polimeros
(polivinilpirrolidona, polimeros acrilicos, etc.) aumentan el espesor de la pelicula tal de
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acuerdo a su concentracion (35). Tomando en cuenta lo anterior, Shanmugapriya et al.,
(67) hicieron el analisis de los espesores de peliculas de quitosano-polivinilpirrolidona-
bentonita, y ellos observaron un incremento en el espesor de todas las peliculas que
sintetizaron, lo cual dependiente del contenido de quitosano en la solucion formadora, lo
que podria deberse a la viscosidad de este polimero (67), por lo que a manera de
comparacion, en las peliculas de esta investigacion el polimero que mas abunda es el
quitosano, al cual es posible atribuirle el grosor en las peliculas sintetizadas (50 a 60 pm),
sin dejar de lado la presencia de la carboxilmetilcelulosa. Gracias al grosor obtenido, se
esperaria que las peliculas permitan tanto un adecuada liberacion del farmaco contenido,
como una buena adicién de las mismas, pero para ello se necesitan estudios de liberacion

y de adhesion para asi poder comprobarlo.

El grosor de las peliculas de la presente investigacion van en promedio de 50 a 60
pMm, las cuales se encuentran dentro de los rangos aceptables descritos en la literatura,
puesto que Nair et al., (35) reportan que en general, una pelicula bucal ideal debe
presentar un espesor inicial entre 50 y 1000 um, siendo la medicion del espesor esencial
para determinar la uniformidad del grosor de la pelicula, ya que esta directamente
relacionada con la precision de la dosis en la pelicula y con una bioadhesion adecuada.
Ademas, también describen tal y como Shanmugapriya et al., (67) que la eleccion del
polimero es critica, aunado que espesor de las peliculas esta principalmente influenciado
por el total de sélidos en la solucidn filmogénica, es decir, entre mayor es la concentracion
de solidos mayor sera el espesor de la pelicula, ademas de que la incorporacion de un
plastificante en la formulacion también puede influir en el espesor de la pelicula (35). Mas
adelante se pretende mejorar las peliculas de este estudio agregando algun plastificante
tal como lo propone Nair et al., y asi aumentar el espesor, que si bien se obtuvo dentro
de los rangos aceptables (50 a 60 ym), puede mejorar haciéndola mas gruesa, siempre
y cuando se encuentre entre las 50 y 1000 ym. También, por otro lado Joshi et al., (92)
observaron que las peliculas que van dirigidas a la cavidad oral no deben de exceder de
un grosor inicial mayor a 400 um para que no produzcan incomodidad al paciente cuando
la tenga colocada en boca. Comparado lo anterior, las peliculas elaboradas en este
proyecto estan dentro de los parametros reportados tanto por Joshi et al., (35) y Nair et
al. (92).
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En la literatura se encuentran multiples investigaciones en donde se reporta un
espesor similar al obtenido en las peliculas de este proyecto (50-60 um) hechas a base
de quitosano / carboxilmetilcelulosa / L-Arginina, tal como lo muestra Garcia et al., (93)
en su estudio, en donde reportan un espesor de 52.3 ym en una pelicula de quitosano al
1% con almidén de maiz el 5% y glicerol, adjudicando dicho espesor comparado al de
este proyecto por el uso de los biopolimeros quitosano y carboxilmetilcelulosa.

12.5. Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier (FTIR)

A fin de identificar los grupos funcionales y enlaces quimicos presentes en las
peliculas sintetizadas, se uso la Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier
(FTIR), siendo especifico este aparato para medir los espectros, ya que cada uno
representa absorciones caracteristicas a diferentes longitudes de onda, los cuales nos
indican si efectivamente hay la presencia de los polimeros utilizados y como interactuaron

guimicamente estos entre si.

En el presente estudio se identificd la banda de 3300-3500 cm-1 donde se presumen las
vibraciones de estiramiento -NH- y —OH, mismas reconocidas por Ibitoye et al., (94),
donde explican que la banda mas ancha presente en el rango de 3000-3600 cm-1, esta
asociada con vibraciones de estiramiento N-H de grupos amino libres y vibraciones de
estiramiento O-H, describiendo que su ensanchamiento puede explicarse como resultado
de vibraciones de agua e hidroxilos, asi como enlaces de hidrégeno intramoleculares.
Por su parte Rath et al., (95) también concluyeron en su estudio que la banda O-H en
quitosano mostro un pico a 3556 cm-1, siendo comparativo con el de las peliculas de esta
investigacion y el de Wang et al., (62) que reportan que el pico de 3308 cm-1 se atribuyo
a la existencia del enlace O-H.

También explican Ibitoye et al., (94) que las vibraciones de estiramiento C=0 de
los grupos amino acetilados (amida |) aparecen a 1651 y 1640 cm-1 siendo de igual
manera semejante a los resultados del presente proyecto, al igual que las bandas 1059
cm-1 corresponden a la vibracién de estiramiento C-O de la estructura del sacarido del
anillo, pues las reportadas en las peliculas de quitosano/carboxilmetilcelulosa y L-
Arginina también mostraron picos a 1632 y 1548 cm—-1, que se atribuyen a las amidas | y
las amidas Il, respectivamente, ademas de la interaccion entre la celulosa y el quitosano

también se identifico por la banda del grupo hidroxilo presente en el rango de 3300 a
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3500 cm-1. En uno de los reportes realizados por Wu et al., (96) describieron en su
estudio las bandas que fueron de las vibraciones de estiramiento para el grupo carbonilo

amida formado en alrededor de 1725 cm-1 y el éster en alrededor de 1791 cm-1, las

cuales no fue posible identificar en los de este proyecto, pero si la banda de 1549 cm-1

que corresponde a un estiramiento asimétrico del enlace C=0 (grupo carbonilo), al igual

que las bandas de 1166 y 1107 cm-1 que se debieron al estiramiento de C=0 vy al

estiramiento asimétrico del anillo.

Otro de los componentes principales observados en las peliculas sintetizadas es
la L-Arginina, en donde tambien se puede citar a Obando et al., (97) pudieron observar
en su investigacion dos bandas correspondientes al estiramiento del enlace NH de las
aminas primarias en 3316 y 3250 cm-1 , y una banda en 3399 cm-1 correspondiente al
estiramiento del mismo enlace, pero de las aminas secundarias presente en la estructura,
bandas que de igual manera y como ya se citd anteriormente, muestra similitud en el
FTIR reportado en este estudio que fue de de 3300-3500 cm-1.

Otra banda identificada fue la de 1454 cm-1 la cual esta asociada a la vibracion
del estiramiento del grupo CH3, tal y como Guang et al., (41) que citan que longitudes de

onda de 1500-4000 cm-1 pueden mostrar grupos funcionales -OH, C=0, N=H y CHs.

Todo lo anterior indica que la técnica FTIR pudo detectar faciimente los grupos
funcionales presentes tanto en la L-Arginina, quitosano y carboxilmetilcelulosa y se pudo
ver la compatibilidad del farmaco con los excipientes escaneando la pelicula con este
instrumento. En general, los espectros de las muestras registradas fueron similares a las

presentadas en la literatura de esta discusion.

12.6. Rugosidad

La rugosidad de las peliculas, a manera de entender que es la huella digital fisica
de cualquier pieza, son irregularidades provocadas por los polimeros utilizados en su
proceso de produccion, corte, arranque y fatiga superficial (35). Dicha propiedad fue de
importancia estudiarla puesto que nos permitié conocer la presencia o ausencia de valles

y crestas en las peliculas.
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La rugosidad de las peliculas de este estudio con respecto a Ra fue de un rango
de 11.95um - 11.95um, Rz de 47.38um — 66.20pm y Rq de 12.73um - 16.07um, lo que
afirma que si hay presencia de valles y crestas que confirman que lisa no es la superficie,
lo cual podria ser un indicativo de que posiblemente no sean lo suficientemente rugosas
como para provocar incomodidad al paciente para su uso, pero para ello se necesitarian

hacer mas estudios.

Para saber a qué puede estar relacionada la rugosidad, Cai et al., (79) explican
que probablemente esté asociada con los fuertes enlaces de hidrégeno intermoleculares
entre la carboxilmetilcelulosa y el quitosano, lo que podria dar lugar a un estado de gel
cadtico en la solucion que conduce a una superficie rugosa. Por su parte Wigcek et al.,
(42) realizaron peliculas de almidén con quitosano, donde vieron que al agregar este
ultimo reactivo, se observd aumento de todos los parametros de rugosidad de la
superficie del almidén. Los valores de Ra y Rq aumentaron casi cuatro veces y Rz y Rt
aumentan casi ocho veces, lo que reveld la tendencia opuesta de cambios en la
humectabilidad y cambios en el caracter hidrofébico/hidrofilico de dicha superficie
después de la modificacién con quitosano, lo cual es posible que también ocurra en este
estudio y de que los resultados obtenidos de Ra, Rz y Rq fueron gracias a la adicion de
dicho polimero. También hacen referencia Wigcek et al., (42) que algunos otros factores
influyen en los parametros de la superficie, como la presencia de enlaces insaturados en
las moléculas y el estado de fase en el que existen estas peliculas, ademas, que también
se pueden encontrar algunas correlaciones entre los cambios en la rugosidad de la
superficie y los valores de los angulos de contacto medidos en la superficie del almidén
nativo y modificado y, en consecuencia, su energia libre superficial. Todo lo podria indicar
que la rugosidad que presentan las peliculas de quitosano con carboxilmetilcelulosa y L-
Arginina son aceptables para no causar comodidad al paciente y que no se desgarren
facilmente, pero para ello obliga a realizar estudios de tension-deformacion, adhesion y
biocompatibilidad, e incluso hacer comparativo de peliculas en donde unicamente
presenten carboxilmetilcelulosa o quitosano, y asi poder adjudicar a qué presencia

polimérica se deben dichos resultados para asi tener conlcusiones veraces.
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Por otro lado, la teoria mecanica reportada por Singh et al., (10) considera que el
efecto de la rugosidad de la superficie favorece la adhesion debido a una mayor area de
contacto, haciendo referencia a que la contribucién de los efectos de la teoria mecanica
en la mucoadhesion se convierte en mas importante para materiales rugosos y porosos,
y si bien como ya se explicd con anterioridad, la falta de poros sugiere que no podria ser
un impedimento para lograr esta propiedad mucoadhesiva, pero para ello seria necesario

mas estudios de esta prueba.

No hay suficientes estudios de peliculas mucoadhesivas donde evaluan la
rugosidad con un rugosimetro si no mas bien lo hacen con un microscopio de fuerza
atomica (AFM por sus siglas en inglés Atomic Force Microscope), por lo que podria
resultar favorable para futuros estudios el uso de ésta técnica y asi poder hacer mayores
contrastes con la literatura, ademas de obtener resultados mas especificos. Sin embargo
Torino et al., (98) llegan a hacer un reporte en donde desarrollaron una membrana a base
de alginato-quitosano, obteniendo como valores de Ra una oscilacién entre -1y 1 ym,
teniendo en cuenta de que las membranas eran planas y con una superficie lisa, ademas
de no tener ninguna concavidad o convexidad con respecto al plano frontal, lo cual hace
contrastarlas con las de esta investigacion, pues al si presentar ciertas rugosidades y con
un Ra de 11.00 ym a 12.75 ym las hace tener mayor area superficial de contacto y podria
llegar a sugerirse que la bioadhesion seria adecuada, pero para ello como ya se
menciond, es necesario hacer pruebas a futuro. Finalmente, también menciona Torino et
al., (98) que segun la literatura el rango de profundidad para una bioadhesion eficiente es
de alrededor de 0,2 - 0,5 um, asi que tomando en cuenta estos valores es posible que
con los obtenidos en esta investigacion serian mas que suficientes para su bio adhesion,

dejar de lado el que que obliga a realizar tal prueba mas adelante.

12.7. Porosidad

Una vez obtenidos los resultados de las microfotografias del SEM, se pudo
reportar la nula cantidad de poros por unidad de area de las peliculas de quitosano con
carboxilmetilcelulosa y L-Argininia. Con base a ello, se puede explicar que la presencia
de poros no siempre tiene que ser beneficiosa para las peliculas, si no mas bien depende
del objetivo que se desee alcanzar, en ese sentido Aidun A et al., (43) resaltaron que es

importante mencionar que la existencia de una estructura altamente porosa
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tridimensional con buena interconexion entre los poros, y con porosidades que exceden
el 70% en la estructura polimérica es crucial para la adecuada proliferacion celular, la
cual no es el objetivo de esta investigacidon, pero si el saber como afectaria o no la
presencia de poros en la resistencia y adhesion de la pelicula, al igual que la liberacion
del farmaco contenido (L-Arginina) y como los polimeros presentes en dichas peliculas
actuan en su estructura y si tinen la capacidad de formar o no poros. Y para ello seria

complementario el realizar mas estudios que permitan obtener dichos resultados.

Expresado lo anterior, y por su parte, Lima, et al., (99) confirmaron que la adicion
de nanoparticulas a matrices poliméricas compuestas puede tener un efecto en la
arquitectura porosa de los andamios, por ejemplo el disminuir el tamafo de los poros,
pero Teimouri, A. et al., (100) contrastan al decir que puede no tener ningun efecto la
adicion de nanoparticulas en las dimensiones de los poros pero si en su interconexion.
Por lo que se piensa que al estar trabajando con biopolimeros como el quitosano y la
carboximetilcelulosa en este trabajo, es lo que hace que eliminen la presencia de poros,

aseverando lo mencionado por Teimouri, A. et al., (100).

Por otro lado, y para evaluar como los poros afectan la resistencia de los
materiales, en los estudios de Nair et al., (35) mencionaron que cuanto mayor sea la
porosidad, menor sera la resistencia del material, lo cual no podemos contrastar con la
pelicula sintetizada, debido a que aunque no se hicieron pruebas de resistencia a la
tension-deformacion, pero se puede llegar a esperar que debido a la uniformidad de las
peliculas sin presencia de poros se obtendra una excelente resistencia, lo cual es
conveniente para una pelicula mucoadhesiva, asi que por lo mismo es conveniente hacer
dicha prueba (tensién-deformacion) y asi poder tener resultados concretos de lo que se
sugiere. También Nair et al., (35) hacen mencion de que la resistencia al desgarro y la
porosidad dependen de igual manera de la naturaleza del polimero, el tipo, el contenido
y la composicion de la pelicula y quien confirma dicho reporte es Boateng et al., (101)
quienes en su estudio prepararon peliculas de alginato de sodio y carboximetilcelulosa
donde evaluaron la resistencia al desgarro y la porosidad utilizando un analizador de
textura y SEM, respectivamente. Ellos observaron que la resistencia al desgarro

aumentaba con el incremento de la concentracidén de polimero. Ademas, la forma de los
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poros en las peliculas variaba con los polimeros, como se observa en el caso de peliculas

de alginato (poros alargados) y obleas de carboximetilcelulosa de sodio (poros esféricos).

Nair et al., (35) también mencionan que el grado de porosidad afecta las
propiedades humectantes del material y que tiene un efecto profundo en la penetracion
del ingrediente farmacéutico activo a través y desde él, lo cual podria llegar a afectar a la
pelicula de esta investigacion, puesto que lo que se necesita es que se libere la L-
Arginina, pero como se demostro en el apartado de hinchamiento, esta propiedad con
excelentes resultados puede llegar a suplir la falta de poros, pero esto se debe de

comprobar con la técnica de liberacion.

12.8. Liberacién

La liberacion del la L-Arginina como objetivo final de las peliculas mucoadhesivas
sintetizadas en este proyecto se tratd de observar mediante multiples pruebas las cuales
ya se describieron en el apartado de procedimientos, técnicas y fuentes de recoleccion.
Se puede resaltar que con respecto a las pruebas iniciales con el ensayo de Bradford
para poder medir la liberaciéon de la L-Arginina, se logré comprobar que tal como lo
explican Brady et al. (76) en su articulo, los ensayos de proteinas colorimétricas, como
los ensayos de union al tinte azul G-250 de Coomassie (Bradford) y acido bicinchoninico
(BCA), se utilizan comunmente para cuantificar la concentracion de proteinas y que la
precision de estos ensayos depende de la composicion de los aminoacidos. Lo anterior
explica el por qué la prueba no fue lo suficientemente sensible para el objetivo de este
estudio, debido a que la L-Arginina es unicamente un aminoacido y no algo mas complejo
como las proteinas. Esta prueba se realiz6 en tesinas anteriores pertenecientes a la linea
de investigacion de este proyecto, y en donde usaron L-Arginina al 40% teniendo
resultados donde pudieron observar su liberacion, pero en este estudio se usé una menor
cantidad (15%) de dicho aminoacido, pudiéndosele posiblemente atribuir a este motivo

para no tener éxito con esta técnica y no observar la L-Arginina.

Por el motivo anterior se dio a la tarea de investigar otro método para ver la
liberacion de L-Arginina, y en donde uno de los principales reportes que sirvieron como
referencia para este estudio fue el de Liu et al., (36) donde al usar la técnica en placa de
TLC para aminoacidos, explican que la L-Arginina es una sustancia incolora y que no se
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puede observar ninguna mancha de la muestra separada en la placa de TLC de banda
estrecha. Por ello mismo, en esta investigacion para revelar la distribucion de las
manchas de L-Arginina en la placa de TLC de banda estrecha, se usaron dos sustancias
reveladoras, las cuales fueron el Bisfenol A (BPA) y la ninhidrina, y en donde segun
Michatowicz et al., (102) el BPA al pertenecer a un grupo de fenoles, que tienen residuos
de hidroxilo directamente unidos al anillo aromatico determina su buena reactividad, es
decir, su capacidad para reaccionar en presencia de otras sustancias quimicas o
reactivos, ademas de tener una excelente afinidad a la L-Arginina. Si comparamos esta
sustancia reveladora con otra que es la ninhidrina, Vazquez et al., (103) nos dice que
todas aquellas sustancias que presentan al menos un grupo amino y uno carboxilo libre,
reaccionan con la ninhidrina. La positividad se manifiesta por la aparicion de un color
violaceo o amarillo, y debido a que las proteinas y los aminoacidos poseen esta
caracteristica, la reaccion sirve para identificarlos tal como a la L-Arginina. Con ambas
sustancias reveladoras se demostré la presencia del de L-Arginina, dando una
colorimetria violacea mas intensa cuando se expuso al BPA debido a sus caracteristicas
quimicas de dos anillos aromaticos, y no 1 como la ninhidrina, siendo mas sensible a ser
expuesta al BPA. En esta prueba idealmente se utiliza segun Liu, J. et al., (36) un
microscopio FTIR con técnica de mapeo, midiendo el espectro de puntos separados y el
espectro de referencia del material estandar correspondiente en las mismas condiciones
del experimento es muy importante para obtener resultados confiables, siendo ademas
una técnica meramente cualitativa, por lo que por lo mismo se pretendié disehar un

experimento en el que pudiera observarse la cinética de la liberacion de la L-Arginina.

Por lo anterior, se procedié con la prueba realizada con espectroscopia UV-
Visible, dando un resultado para la absorbancia de la L-Arginina de 282nm, asi que
comparado con los resultados de Ramya et al., (104) en donde concluye en su estudio
sobre el crecimiento y la caracterizacion del cristal de dihidrato de maleato de L-Arginina,
que el espectro de absorcion tiene una longitud de onda es de aproximadamente 238 nm.
Asi mismo por su parte Terpugov et al., (77) lograron observar espectros de absorcion
electronica de las soluciones acuosas de L-Lisina- acido clorhidrico y L-Arginina—acido
clorhidrico en la regiéon de 220-400 nm, siendo un comparativo muy similar a los

resultados obtenidos en la prueba que se realizaron en esta investigacion.
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Una vez obtenidos los resultados del método de liberacion con ayuda de la
espectroscopia UV-Visible, lo que se plantea es proceder a realizar una curva de
calibracion y observar en espectrofotometro UV-Visible la cinética de la liberacion de la
L-Arginina contenida en las peliculas de aquitosano y carboxilmetilcelulosa, y asi poder
definir y concluir si el aminoacido L-Arginina se difunde a través de la pelicula para su

posterior aplicacion en estudios in vitro e in vivo.
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13. CONCLUSIONES

En este estudio se lograron sintetizar peliculas mucoadhesivas de quitosano
reforzadas con carboxilmetilcelulosa para la liberacion de L-Arginina al 15% con la
finalidad de ser un sistema efectivo para la ortodoncia acelerada, esperando que a futuro
este método sea lo suficientemente exitoso, biocompatible y noble para investigaciones
in vitro e in vivo y finalmente poder ser probado directamente en pacientes. Pasando por
pruebas futuras como la evaluacion de las propiedades mecanicas (resistencia a la
traccion, el modulo de Young, el porcentaje de elongacion y la resistencia al
desgarro),antimicrobianas, de degradacién, contenido de humedad, la cristalinidad, el
analisis térmico y la interaccion entre farmacos y polimeros para garantizar la seguridad

y la eficiencia de las peliculas, sin dejar de lado su propiedad mucoadhesiva.

Se obtuvo una pelicula con ausencia de porosidad, una estructura uniforme y
definida con presencia de algunas irregularidades a causa de las caracteristicas de los
polimeros naturales contenidos para la formacién de las mismas, las cuales también se
pudieron observar en la prueba de rugosidad con presencia de valles y crestas con un
valor promedio de Ra de 11.9um, Rz: 57.37um y Rq: 14.55um.

El grosor/espesor de la pelicula de 50-60pm se encuentra dentro de los rangos
aceptables para que posiblemente permita tanto la buena liberacion del farmaco como

gue no provoque molestias al paciente.

La capacidad de hinchamiento fue de mas del 100% en los primeros 5 minutos, lo
cual sugiere que se permitiria una mayor adhesion a la mucosa al igual que podria

provocar una mayor difusion del farmaco a liberar.

Se espera que las peliculas fabricadas no causaran dafos en los tejidos orales
puesto que el pH se mantuvo en un rango de 7.5 a 8.2, el cual es bastante similar al de
la cavidad oral (6.5-7).

El analisis de FTIR permiti6 comprobar la presencia de los grupos funcionales de
la L-Arginina, carboxilmetilcelulosa y quitosano y sus interacciones con una optima

interrelacion entre ellos.
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Los resultados preliminares obtenidos de la prueba de libreacion parecen indicar
que con dicho método se puede ver la cinética del aminoacido L-Arginina al 15%en las
peliculas elaboradas, por lo que se continuara con su estudio y asi poder tener resultados

para dicho ensayo.

A la fecha no existe ninguna pelicula mucoadhesiva elaborada a base L-Arginina,
quitosano y carboxilmetilcelulosa con el objetivo de ser aplicada en la ortodoncia
acelerada, y los resultados al momento son prometedores, pues se observdé que se
obtuvo una pelicula dentro de los estandares reportados de las peliculas mucoadhesivas

para la entrega de farmacos en la cavidad oral.

79



14. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Jain KK. An Overview of Drug Delivery Systems. Methods Mol Biol. 2020; 2059:1-54.
Doi: 10.1007/978-1-4939-9798-5_1. PMID: 31435914.

2. Adepu S., Ramakrishna S. Controlled Drug Delivery Systems: Current Status and
Future Directions. Molecules. 2021 Sep 29;26(19):5905. Doi:
10.3390/molecules26195905. PMID: 34641447; PMCID: PMC8512302.

3. Langer RS, Peppas NA. Present and future applications of biomaterials in controlled
drug delivery systems. Biomaterials. 1981 Oct;2(4):201-14.

4. Luginbuehl V., Meinel L., Merkle HP, Gander B. Localized delivery of growth factors
for bone repair. Eur J Pharm Biopharm. 2004 Sep;58(2):197-208. Doi:
10.1016/j.ejpb.2004.03.004. PMID: 15296949.

5. Yun YH., Lee BK., Park, K. Controlled Drug Delivery: Historical perspective for the
next generation. Journal of Controlled Release, 2015 219, 2—7. D0i:10.1016/j.jconrel

6. Hoffman AS. The origins and evolution of “controlled” drug delivery systems. Journal
of Controlled Release, 2008, 132(3), 153—-163. D0i:10.1016/j.jconrel.2008.08.

7. Speight JG. A review of: A review of: “Polymeric Delivery Systems, Properties and
Applications” Edited by Magda A. EI-Nokaly, David M. Piatt, and Bonnie A. Charpentier
American Chemical Society Symposium Series 520 American.

8. Shinkar DM., Dhake AS., Setty CM., Drug delivery from the oral cavity: a focus on
mucoadhesive buccal drug delivery systems. PDA J Pharm Sci Technol. 2012 Sep-
Oct;66(5):466-500. Doi: 10.5731/pdajpst.2012.00877. PMID: 23035030.

9. Richard LD., Raphael MO. Polymeric drugs and drug delivery systems. American
Chemical Society, ACS Symp. Series No. 469: Washington DC, 1991, pp 11-23.

10.Singh R., Sharma D., Garg R. Review on Mucoadhesive Drug Delivery System with
Special Emphasis on Buccal Route: An Important Tool in Designing of Novel
Controlled Drug Delivery System for the Effective Delivery of Pharmaceuticals. J Dev
Drugs. March 2017 6: 169. D0i:10.4172/2329-6631.1000169

11.Kumar A., Naik PK., Pradhan D., Ghosh G., Rath G. Mucoadhesive formulations:
innovations, merits, drawbacks, and future outlook. Pharm Dev Technol. 2020
Sep;25(7):797-814.

80



12.Rossi S., Sandri G., Caramella CM. Buccal drug delivery: A challenge already won?
Drug Discov Today Technol. 2005 Spring;2(1):59-65. Doi:
10.1016/j.ddtec.2005.05.018. PMID: 24981756.

13.Montenegro NM., Morales JO. Overview and Future Potential of Buccal Mucoadhesive
Films as Drug Delivery Systems for Biologics. AAPS PharmSciTech. 2017 Jan
1;18(1):3-14. Doi: 10.1208/s12249-016-0525-z. Epub 2016 Apr 15. PMID: 27084567 .

14.Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. México: Secretaria de salud,
Comision Permanente de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. 2011, 10
Ed, tomo 1; pp. 9310.

15.Ding X., Alani AWG., Robinson JR. Extended-release and targeted drug delivery
system, in: D.B. Troy (Ed.), The Science and Practice of Pharmacy, 2002, pp. 939-
964.

16.Husain S., Al-Samadani KH., Najeeb S., Zafar MS., Khurshid Z., Zohaib S., Qasim SB.
Chitosan Biomaterials for Current and Potential Dental Applications. Materials (Basel).
2017 May 31;10(6):602. Doi: 10.3390/ma10060602. PMID: 28772963; PMCID:
PMC5553419.

17.Jiménez GCP., Cecilia JA. Chitosan: A Natural Biopolymer with a Wide and Varied
Range of Applications. Molecules. 2020 Sep  1;25(17):3981.  Doi:
10.3390/molecules25173981. PMID: 32882899; PMCID: PMC7504732.

18.0nishi H., Machida Y. Biodegradation and distribution of water-soluble chitosan in
mice. Biomaterials. 1999 Jan;20(2):175-82. Doi: 10.1016/s0142-9612(98)00159-8.
PMID: 10022787.

19.Dash M., Chiellini F., Ottenbrite RM, Chiellini E. Chitosan-A versatile semi-synthetic
polymer in biomedical applications. Prog Polym Sci. 2011; 36(8), 981-1014.

20.Shu XZ., Zhu KJ. A novel approach to prepare tripolyphosphate/chitosan complex
beads for controlled release drug delivery. Int J Pharm. 2000 May 15;201(1):51-8. Doi:
10.1016/s0378-5173(00)00403-8. PMID: 10867264..

21.Caetano LA., Almeida AJ., Gongalves LM. Effect of Experimental Parameters on
Alginate/Chitosan Microparticles for BCG Encapsulation. Mar Drugs. 2016 May
11;14(5):90. Doi: 10.3390/md14050090. PMID: 27187418; PMCID: PMC4882564.

22. Verma S., Kumar N., Sharma PK. Buccal film: An advance technology for oral drug
delivery. Adv. Biol. Res. 2014, 8, 260-267.

81



23.FDA, Food and Drug Administration. GRAS Notice Inventory. (accessed on 17
January 2023)

24 Rachtanapun P., Luangkamin S., Tanprasert K., Suriyatem R. Carboxymethyl
cellulose film from durian rind. LWT — Food Science and Technology, 2012, 48(1),
52-58.d0i:10.1016/j.lwt.2012.02.029

25.Ghanbarzadeh B., Almasi H., Entezami AA. Physical properties of edible modified
starch/carboxymethyl cellulose films. Innovative Food Science & Emerging
Technologies, 2010, 11(4), 697—-702.doi:10.1016/j.ifset.2010.06.001

26.Vidal OL., Tsukui A., Garrett R., Rocha-Ledo, MHM., Carvalho CWP., Freitas, SP.,
Ferreira MSL. Production of bioactive films of carboxymethyl cellulose enriched with
green coffee oil and its residues. International Journal of Biological
Macromolecules. 2019, 10.123. doi:10.1016/j.ijbiomac.2019.10.123

27.Ballesteros LF., Cerqueira MA., Teixeira JA., Mussatto, Sl|. Production and
physicochemical properties of carboxymethyl cellulose films enriched with spent coffee
grounds polysaccharides. International Journal of Biological Macromolecules, 2018,
106, 647—655. D0i:10.1016/j.ijbiomac.2017.08.

28.Geraldeli S., Soares EF., Alvarez AJ., Farivar T., Shields RC., Sinhoreti MAC.,
Nascimento MM. A new arginine-based dental adhesive system: formulation,
mechanical and anti-caries properties. J Dent. 2017 Aug;63:72-80. Doi:
10.1016/j.jdent.2017.05.024. Epub 2017 Jun 3. PMID: 28587978; PMCID:
PMC5568561.

29.Seaborn CD., Nielsen FH. Silicon deprivation decreases collagen formation in wounds
and bone, and ornithine transaminase enzyme activity in liver. Biol Trace Elem Res.
2002 Dec;89(3):251-61. Doi: 10.1385/bter:89:3:251. PMID: 12462748.

30.Valdez MR., Franco BRE., Quintana AA. Importance of nitric oxide synthases in bone
metabolism. Rev Med UV. 2012;12(1):37-44.

31.Forstermann U., Sessa WC. Nitric oxide synthases: regulation and function. Eur Heart
J. 2012 Apr;33(7):829-37, 837a-837d. doi: 10.1093/eurheartj/I304. Epub 2011 Sep 1.
PMID: 21890489; PMCID: PMC3345541.

32.Cyr AR., Huckaby LV., Shiva SS., Zuckerbraun BS. Nitric Oxide and Endothelial
Dysfunction. Crit Care Clin. 2020 Apr;36(2):307-321. Doi: 10.1016/j.ccc.2019.12.009.
PMID: 32172815; PMCID: PMC9015729.

82



33.Ford H., Suri S., Nilforoushan D., Manolson M., Gong SG. Nitric oxide in human
gingival crevicular fluid after orthodontic force application. Arch Oral Biol. 2014
Nov;59(11):1211-6. Doi: 10.1016/j.archoralbio.2014.07.015. Epub 2014 Aug 9. PMID:
25108338.

34.Yan T., Xie Y., He H., Fan W., Huang F. Role of nitric oxide in orthodontic tooth
movement (Review). Int J Mol Med. 2021 Sep;48(3):168. Doi:
10.3892/ijmm.2021.5001. Epub 2021 Jul 19. PMID: 34278439; PMCID: PMC8285047.

35.Nair AB., Kumria AB., Harsha R., Attimarad S., Al-Dhubiab M., Alhaider IA. In vitro
techniques to evaluate buccal films. Journal of Controlled Release, 2013, 166(1), 10—
21. D0i:10.1016/j.jconrel.2012.11.

36.Liu J., Zhou F., Guo R., Jiang Y., Fan X,, He, A., Wu J. Analysis of an Alanine/Arginine
Mixture by Using TLC/FTIR Technique. Journal of Spectroscopy, 2014, 1-
4. Doi:10.1155/2014/925705

37.Sohail SS., Wang B., Biswas MA., Oh JH. Physical, morphological, and barrer
properties of edible casein films with wax applications. J Food Sci. 2006, 71 (4): C255-
C259

38.0gale AA., Cunningham P., Dawson PL. Acton JC. Viscoelastic, thermal, and
microstructural characterization of soy protein isolate films. J Food Sci. 2000, 65(4):
672-679

39.Mansuri S., Kesharwani P., Jain K., Tekade RK., Jain NK,. Mucoadhesion: A promising
approach in drug delivery system. Reactive and Funct Polym. 2016, 1000, 151-172

40.Khan SA., Khan SB., Khan LU., Farooq A., Akhtar K., Asiri, AM. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Application in Functional Groups and
Nanomaterials Characterization. Handbook of Materials Characterization, 2018, 317—
344.doi:10.1007/978-3-319-92955-2_9

41.Guan Y., Liu X., Zhang Y., Yao K. Study of phase behavior on chitosan/viscose rayon
blend film. J Appl Polym Sci, 1998. 67(12): 1965-1972

42.Wigcek, AE. Effect of surface modification on starch biopolymer wettability. Food
Hydrocolloids, 2015, 48, 228—-237.doi:10.1016/j.foodhyd.2015.02.0

43.Aidun A., Safaei FA., Moharrami M., Ahmadi A., Haghighipour N., Bonakdar S.,
Faghihi S. Graphene oxide incorporated polycaprolactone/chitosan/collagen

electrospun scaffold: Enhanced osteogenic properties for bone tissue engineering.

83



Artif Organs. 2019 Oct;43(10):E264-E281. Doi: 10.1111/aor.13474. Epub 2019 Jun
17. PMID: 31013365.

44.Yoo SK., Warita H., Soma K. Duration of orthodontic force affecting initial response of
nitric oxide synthase in rat periodontal ligaments. J Med Dent Sci. 2004 Mar;51(1):83-
8. PMID: 15137469.

45.Nilforoushan D., Manolson MF. Expression of nitric oxide synthases in orthodontic
tooth movement. Angle Orthod. 2009 May;79(3):502-8. Doi: 10.2319/050808-252.1.
PMID: 19413393.

46.Tan SD., Xie R., Klein-Nulend J., V Rheden RE., Bronckers AL., Kuijpers-Jagtman
AM., Von den Hoff JW., Maltha JC.. Orthodontic force stimulates eNOS and iNOS in
rat osteocytes. J Dent Res. 2009 Mar;88(3):255-60. Doi: 10.1177/0022034508330861.
PMID: 19329460.

47.Baloul SS. Osteoclastogenesis and Osteogenesis during Tooth Movement. Front Oral
Biol. 2016;18:75-9. Doi: 10.1159/000351901. Epub 2015 Nov 24. PMID: 26599120.

48.Jerdbnimo MS., Barros AD., Morital VE., Alves EO., Souza NL., Almeida RM., Nobrega
YK., Cavalcanti FFN., Amorin R., Borin MF., Bocca AL. Oral or topical administration
of L-arginine changes the expression of TGF and iNOS and results in early wounds
healing. Acta Cir Bras. 2016 Sep;31(9):586-596. Doi: 10.1590/S0102-
865020160090000003. PMID: 27737343.

49.Souza A do PB., Oliveira MMR., Andrade RR., Amorim RFB., Bocca AL., Borin MF.
The in vivo effect of L-arginine on skin elasticity in mice. Braz J Pharm Sci [Internet].
2017;53(3). http://dx.doi.org/10.1590/s2175-97902017000300045

50.Shirazi M., Nilforoushan D., Alghasi H., Dehpour AR. The role of nitric oxide in
orthodontic tooth movement in rats. Angle Orthod. 2002 Jun;72(3):211-5. Doi:
10.1043/0003-3219(2002)072<0211:TRONOI>2.0.CO;2. PMID: 12071604.

51.Hayashi K., Igarashi K., Miyoshi K., Shinoda H., Mitani H. Involvement of nitric oxide
in orthodontic tooth movement in rats. Am J Orthod Dentofacial Orthop. 2002
Sep;122(3):306-9. Doi: 10.1067/mod.2002.126151. PMID: 12226613.

52.Akin E., Gurton AU., Olmez H. Effects of nitric oxide in orthodontic tooth movement in
rats. Am J Orthod Dentofacial Orthop. 2004 Nov;126(5):608-14. Doi:
10.1016/S0889540604004494. PMID: 15520694.

53.D’Attillio M., Di Maio F., D’Arcangela C., Filippi MR., Felaco M., Lohinai Z., Festa F.,

Perinetti G. Gingival endothelial and inducible nitric oxide synthase levels during

84



orthodontic treatment: a cross-sectional study. Angle Orthod. 2004 Dec;74(6):851-8.
Doi: 10.1043/0003-3219(2004)074<0851:GEAINO>2.0.CO;2. PMID: 15673150.

54. Amir M., Ramin A. Effects of dietary L-arginine on orthodontic tooth movement in rats.
African Journal of Biotechnology. 2002 Vol. 11(1), pp. 191-197, 3

55.Mika S., Hirofumi S., Kaoru |., Yuko K., Naoyuki M., Facilitation of experimental tooth
movement by NOC-18, a long-acting nitric oxide donor, Orthodontic Waves.
2013, 72:2, 43-48

56.Reza T., Farhad J., Ahmad Reza D., Reingard G. Effects of Lithium Chloride and Nitric
Oxide Inhibitor on Orthodontic Tooth Movement in the Rat. Appl. Sci. 2021, 11,3607.

57.Miguel SP., Moreira AF., Correia |J. Chitosan based-asymmetric membranes for
wound healing: A review. Int J Biol Macromol. 2019 Apr 15;127:460-475. Doi:
10.1016/j.ijbiomac.2019.01.072. Epub 2019 Jan 17. PMID: 30660567 .

58.Wu CS., Hsu YC., Liao HT., Cai YX. Antibacterial activity and in vitro evaluation of the
biocompatibility of chitosan-based polysaccharide/polyester membranes. Carbohydr
Polym. 2015 Dec 10;134:438-47. Doi: 10.1016/j.carbpol.2015.08.021. Epub 2015 Aug
13. PMID: 26428145.

59.Carrero M., Barbosa R., Fook M., Et Al. Synthesis and characterization of a novel
biomaterial based on chitosan modified with amino acids. Revista materia, 2019 v. 24,
n. 3.

60.Di Martino A., Drannikov A., Surgutskaia NS., Ozaltin K., Postnikov PS., Marina TE.,
Sedlarik V. Chitosan-collagen based film for controlled delivery of a combination of
short life anesthetics. Int J Biol Macromol. 2019 Nov 1;140:1183-1193. Doi:
10.1016/j.ijbiomac.2019.08.228. Epub 2019 Aug 28. PMID: 31472209.

61.Dodero A., Brunengo E., Alloisio M., Sionkowska A., Vicini S., Castellano M.. Chitosan-
based electrospun membranes: Effects of solution viscosity, coagulant and
crosslinker. Carbohydr Polym. 2020 May 1;235:115976. Doi:
10.1016/j.carbpol.2020.115976. Epub 2020 Feb 11. PMID: 32122507

62.Wang K., Du L., Zhang C., Lu Z, Lu F., Zhao H. Preparation of
chitosan/curdlan/carboxymethyl cellulose blended film and its characterization. J Food
Sci Technol. 2019 Dec;56(12):5396-5404. Doi: 10.1007/s13197-019-04010-2. Epub
2019 Aug 12. PMID: 31749487; PMCID: PMC6838288.

63.Kawasaki T., Nakaji-Hirabayashi T., Masuyama K., Fujita S., Kitano H. Complex film
of chitosan and carboxymethyl cellulose nanofibers. Colloids Surf B Biointerfaces.

85



2016 Mar 1;139:95-9. Doi: 10.1016/j.colsurfb.2015.11.056. Epub 2015 Dec 4. PMID:
26700238.

64.Silva SS., Popa EG., Gomes ME., Cerqueira M., Marques AP., Caridade SG., Teixeira
P., Sousa C., Mano JF., Reis RL. An investigation of the potential application of
chitosan/aloe-based membranes for regenerative medicine. Acta Biomater. 2013
Jun;9(6):6790-7. Doi: 10.1016/j.actbio.2013.02.027. Epub 2013 Feb 24. PMID:
23462554.

65.Azzaoui K., Mejdoubi E., Lamhamdi A., Jodeh S., Hamed O., Berrabah M., Jerdioui
S., Salghi R., Akartasse N., Errich A., Rios A, Zougagh M. Preparation and
characterization of biodegradable nanocomposites derived from carboxymethyl
cellulose and hydroxyapatite. Carbohydr Polym. 2017 Jul 1;167:59-69. Doi:
10.1016/j.carbpol.2017.02.092. Epub 2017 Feb 27. PMID: 28433178.

66.Poonguzhali R., Khaleel BS., Sugantha KV. Fabrication of asymmetric nanostarch
reinforced Chitosan/PVP membrane and its evaluation as an antibacterial patch for in
vivo wound healing application. Int J Biol Macromol. 2018 Jul 15;114:204-213. Doi:
10.1016/j.ijbiomac.2018.03.092. Epub 2018 Mar 20. PMID: 29572145.

67.Shanmugapriya K., Kim H., Saravana PS., Chun BS., Kang HW. Fabrication of
multifunctional chitosan-based nanocomposite film with rapid healing and antibacterial
effect for wound management. Int J Biol Macromol. 2018 Oct 15;118(Pt B):1713-1725.
Doi: 10.1016/j.ijbiomac.2018.07.018. Epub 2018 Jul 8. PMID: 29997044.

68.Zhou T., Sui B., Mo X., Sun J. Multifunctional and biomimetic fish collagen/bioactive
glass nanofibers: fabrication, antibacterial activity and inducing skin regeneration in
vitro and in vivo. Int J Nanomedicine. 2017 May 2;12:3495-3507. Doi:
10.2147/1IN.S132459. PMID: 28496325; PMCID: PMC5422559.

69.Ben SE., Sadok S. Collagen from Cartilaginous Fish By-Products for a Potential
Application in Bioactive Film Composite. Mar Drugs. 2018 Jun 15;16(6):211. Doi:
10.3390/md16060211. PMID: 29914092; PMCID: PMC6024974.

70.Manjubala I., Basu P., Narendrakumar U. In situ synthesis of
hydroxyapatite/carboxymethyl cellulose composites for bone regeneration
applications. Colloid and Polymer Science. 2018 Aug; 296(10): 1729-1737.

71.Shanmugapriya K., Kim H., Saravana PS., Chun BS., Kang HW. Fabrication of
multifunctional chitosan-based nanocomposite film with rapid healing and antibacterial

86



effect for wound management. Int J Biol Macromol. 2018 Oct 15;118(Pt B):1713-1725.
Doi: 10.1016/j.ijbiomac.2018.07.018. Epub 2018 Jul 8. PMID: 29997044.

72.Unagolla JM., Alahmadi TE., Jayasuriya AC. Chitosan microparticles based
polyelectrolyte complex scaffolds for bone tissue engineering in vitro and effect of
calcium phosphate. Carbohydr Polym. 2018 Nov 1; 199:426-436. Doi:
10.1016/j.carbpol.2018.07.044. Epub 2018 Jul 19. PMID: 30143148; PMCID:
PMC7433903.

73.Kim Y., Kim G. Collagen/alginate scaffolds comprising core (PCL)-shell
(collagen/alginate) struts for hard tissue regeneration: fabrication, Characterization,
and cellular activities. J Mater Chem B. 2013 Jul 7;1(25):3185-3194. Doi:
10.1039/c3tb20485e. Epub 2013 May 24. PMID: 32260919.

74.Zhu J., Han H., Ye TT., Li FX., Wang XL., Yu JY., Wu DQ. Biodegradable and pH
Sensitive Peptide Based Hydrogel as Controlled Release System for Antibacterial
Wound Dressing Application. Molecules. 2018 Dec 19;23(12):3383. Doi:
10.3390/molecules23123383. Erratum in: Molecules. 2022 Oct 08;27(19): PMID:
30572689; PMCID: PMC6321375.

75.Norma Din 4768. Determinacion de los valores de rugosidad con aparatos eléctricos
de palpado.

76.Brady PN., Macnaughtan MA. Evaluation of colorimetric assays for analyzing
reductively methylated proteins: Biases and mechanistic insights. Anal Biochem. 2015
Dec 15;491:43-51. Doi: 10.1016/j.ab.2015.08.027. Epub 2015 Sep 3. PMID:
26342307; PMCID: PMC4631703.

77.Terpugov EL., Udaltsov SN., Degtyareva OV. Estudio de las caracteristicas
espectrales de la L-lisina y la L-Arginina utilizando espectroscopia UV-VIS y
espectroscopia de fluorescencia sincrona y de estado estacionario. BIOFISICA 66,
726-732 (2021).

78.Kong Q., Wang X., Lou T. Preparation of millimeter-sized chitosan/carboxymethyl
cellulose hollow capsule and its dye adsorption properties. Carbohydr. Polym. 244,
116481 (2020).

79.Cai B. Preparation, characterization and in vitro release study of drug-loaded sodium
carboxy-methylcellulose/chitosan composite sponge. PloS One 13, e0206275 (2018).

80.Dahmash EZ., Ali DK., Alyami HS., AbdulKarim H., Alyami MH., Aodah AH. Novel

Thymoquinone Nanoparticles Using Poly (ester amide) Based on L-Arginine-Targeting

87



Pulmonary Drug Delivery. Polymers (Basel). 2022 Mar 8;14(6):1082. Doi:
10.3390/polym14061082. PMID: 35335412; PMCID: PMC8956027.

81.Gwen L., Imelda K., Barry D. Interactions between alginate and chitosan biopolymers
characterized using FTIR and XPS. Biomacromolecules. 2007;8(8):2533-2541.
Doi: 10.1021/bm070014y

82.Zhong Y., Song X., Li Y. Antimicrobial, physical and mechanical properties of kudzu
starch-chitosan composite fiims as a function of acid solvent types. Carbohydr
Polym. 2011; 84 (1): 335 — 342. doi: 10.1016/j.carbpol.2010.11.041

83.Patel M., Prajapati BG., Pate MM. Effect of hydrophilic polymers on buccoadhesive
eudragit patches of propranolol hydrochloride using factorial design, AAPS Pharm.
Sci. Technol. 8 (2007) E119-E126.

84.Amanpreet K. “Mucoadhesive Drug Delivery System: A Review” Int. J. Drug Dev. &
Res., 2013, 5(1): 11-20.

85.Pinotti A, GarciA M, Martino M, Zaritzky N. Study on microstructure and physical
properties of composite films based on chitosan and methylcellulose. Food
Hydrocoll. 2007;21(1):66—72. doi: 10.1016/j.foodhyd.2006.02.001

86.Limpan N., Prodpran T., Benjakul S., Prasarpran S. Influences of degree of hydrolysis
and molecular weight of poly(vinyl alcohol) (PVA) on properties of fish myofibrillar
protein/pva blend films. Food Hydrocoll. 2012;29(1):226-233.

87.Biswal D., Singh R. Characterisation of carboxymethyl cellulose and polyacrylamide
graft copolymer. Carbohyd Polym. 2004;57(4):379-387.
Doi: 10.1016/j.carbpol.2004.04.020

88.0liveira R., Barud H., Salvi D., Perotti G., Ribeiro S., Constantino V. Transparent
organic—inorganic nanocomposites membranes based on carboxymethyl cellulose
and synthetic clay. Ind Crops Prod. 2015; 69:415-423.
Doi: 10.1016/j.indcrop.2015.02.015.

89.Guo JH. Bioadhesive polymer buccal patches for buprenorphine controlled delivery:
formulation, in vitro adhesion and release properties, Drug Dev. Ind. Pharm. 20 (1994)
2809-2821.

90.Peh KK., Wong CF. Polymeric films as vehicle for buccal delivery: swelling,
mechanical, and bioadhesive properties. J Pharm Pharm Sci. 1999. 2(2): 53-61

88



91.Senel S., lkinci G., Kas S., Yousefi-Rad A., Sargon MF., Hincal A.A. Chitosan films
and hydrogels of chlorhexidine gluconate for oral mucosal delivery, Int. J. Pharm.
2000, 193 197-203.

92.Joshi D., Garg T., Goyal AK., Rath G. Advanced drug delivery approaches against
periodontitis. Drug Deliv. 2016. 23(2): 363-377.

93.Garcia MA., Pinotti A., Zaritzky ME., Physicochemical, water vapor barrer and
mechanical properties of corn stach and chitosan composite films. Starch-Starke.
2006, 58(9): 453-463

94.lbitoye EB., Lokman IH, Hezmee MNM., Goh YM., Zuki ABZ., Jimoh AA. Extraction
and physicochemical characterization of chitin and chitosan isolated from house
cricket. Biomed Mater. 2018 Jan 30;13(2):025009.

95.Rath G., Hussain T., Chauhan G., Garg T., Goyal AK. Collagen nanofiber containing
silver nanoparticles for improved wound-healing applications. J. Drug Target. 24(6)
(2016) 520-529.

96.Wu J., Yamanouchi D., Liu B., Chu C.C. Biodegradable Arginine-Based Poly(ether
ester amide)s as a Non-Viral DNA Delivery Vector and Their Structure-Function
Study. J. Mater. Chem. 2012;22:18983-18991. Doi: 10.1039/c2jm33753c.

97.0bando F., Braulio I., Yates B. Aplicacion de la espectroscopia de infrarrojo al analisis
organico cualitativo. In Analisis organico clasico y espectral. 1999. 94— 147

98.Torino PD., Tentor F., Nonni AM.). Development of an Alginate-Chitosan Based
Membrane as a Novel Intravaginal Drug Delivery System. 2018

99.Lima PAL., Resende CX., Almeida SGD., Anselme K., Almeida LE. Preparation,
characterization and biological test of 3D-scaffolds based on chitosan, fibroin and
hydroxyapatite for bone tissue engineering. Materials Science and Engineering: 2013,
C 33(6), 3389-3395.

100. Teimouri A., Ebrahimi R., Emadi R., Beni BH., Chermahini AN. Nano -composite of
silk fibroin—chitosan/Nano ZrO2 for tissue engineering applications: Fabrication and
morphology. International journal of biological macromolecules, 2015, 76, 292-302.

101. Boateng S., Auffret AD., Matthews KH., Humphrey MJ., Stevens HN., Eccleston
GM. Characterisation of freeze-dried wafers and solvent evaporated films as potential

drug delivery systems to mucosal surfaces, Int. J. Pharm. 2010, 389 24-31.

&9



102. Michatowicz J. Bisphenol A—sources, toxicity and biotransformation. Environ
Toxicol Pharmacol. 2014 Mar;37(2):738-58. Doi: 10.1016/j.etap.2014.02.003. Epub
2014 Feb 8. PMID: 24632011.

103. Jorge VIY., Molina GDL., Quintana TIJF., Ramirez AMJ., Fernando BLR., Jorge
VDY. Physical-Chemistry Characterization and Protein Content of Fluids Extracts of
the Mangrove Oyster (Crassostrea rizophorae). Revista Cubana De Quimica, 2015,
26(1), 66—74.

104. Ramya K., Raja, CR. Studies on the Growth and Characterization of L-Arginine
Maleate Dihydrate Crystal Grown from Liquid Diffusion Technique. JMMCE, 2016 4,
143-153.

90



15. ANEXOS

15.1. Bioética

Este proyecto se realizé con base en los lineamientos del comité de investigacion de la
Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. De
acuerdo con las pautas para las regulaciones sobre nanotecnologias para impulsar la
competitividad y proteger el medio ambiente, la salud y la seguridad de los consumidores.
De acuerdo con los lineamientos en el punto 4 al 8 NOM-018-STPS-2000. Sistemas para
la identificacion y comunicacion de peligros y riesgos por sustancias quimicas peligrosas

en los centros de trabajo.
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15.2. Carta a CIFE

Puebla, Puebla, a 9 de mayo del 2023

A quien corresponda:

Por medio de la presente quiero informar que el proyecto de investigacion titulado
“CARACTERIZACION DE PELICULAS MUCOADHESIVAS DE QUITOSANO PARA LA
LIBERACION DE L-ARGININA AL 15%” con numero de registro 2023192, presentd
inconvenientes al realizar las pruebas mencionadas en el protocolo, por lo que 2 de las
pruebas que se mencionan no se realizaron (reologia y degradacion) y 1 quedd
incompleta (liberacion).

Las dificultades que hicieron que dichos experimentos quedaran inconclusos fueron a
raiz de la pandemia SARS-CoV-2, debido a que entramos en modo presencial en
noviembre de 2021, accesando a los laboratorios para hacer pruebas piloto en el periodo
de Enero-Junio 2022 con reactivos prestados del protocolo de Hidrogeles de la misma
linea de investigacion. En Agosto de 2022 es cuando llegaron los reactivos del proyecto
en mencién y es cuando se comienza a realizar pruebas para la sintesis de las
membranas. En Octubre-Noviembre ya con las membranas sintetizadas, se comienzan
a realizar pruebas de liberacion en las instalaciones de la Facultad de Estomatologia de
la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla pero no se logré el objetivo esperado,
asi que en Enero de 2023 se buscaron nuevas colaboraciones en Ciencias Quimicas de
la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla obteniendo respuesta positiva en
Febrero del 2022. A partir de ahi se ha trabajado en buscar métodos para logar ver la
liberacion de la L-Arginina pero desafortunadamente aun no llegamos al cometido,
aunado a la interrupcion de labores por las vacaciones de Semana Santa y multiples dias
feriados, pues unicamente tenemos acceso al laboratorio donde realizamos la
colaboracion los dias martes y viernes. Respecto a las pruebas de degradacion y reologia
hubo falta de material para mas sintesis de membranas, el cual si el pedido se realizaba
llegaba en aproximadamente 45 dias y no tendriamos el tiempo necesario para sintetizar
mas membranas y realizar las pruebas, pues las membranas tardan de 14-21 dias en

estar secas para poder caracterizarse.
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Por todos estos motivos solicito poder presentar resultados preliminares, los cuales
consisten en la sintesis de la membrana de Quitosano con L-Arginina, ademas de las
pruebas de caracterizacion:

e Hinchamiento o capacidad de absorcion de agua

e Microestructura

e pH

e Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

e Espesory grosor

¢ Rugosidad

e Porosidad y distribucion de poros
Quedando pendientes como ya mencioné:

e Reologia

e Degradacion
Y teniendo resultados preliminares de:

e Liberacidn
Cabe mencionar que esta variacidon en la forma de presentar resultados de mi proyecto
de investigacion quedo consensuado con el Director de Tesis del presente proyecto, a fin
de que pueda presentar mi defensa de grado en tiempo y forma.

Sin otro asunto que atender, agradezco su atencién y comprension.

Ana Karen Rocha Balderas D.C. Miguel Angel Casilla Santana
Nombre y firma de la estudiante Nombre y firma del director de tesis
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15.3. Espectros base para prueba FTIR

© 2004, Sigma-Aldrich Co.
ALL RIGHTS RESERVED ATR

Espectros FTIR de L-Arginina A8094 obtenidos de la casa comercial Sigma Aldrich
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