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INTRODUCCION

La biomasa lignocelulésica tiene un potencial prometedor para las biorrefinerias debido a que
es la fuente renovable mas abundante en la naturaleza. Particularmente, el xilano (Xil) es un
polimero natural y biodegradable que se encuentra en la biomasa lignocelulésica y se
consideran un producto secundario de la industria forestal y de la industria papelera.

La obtencion de microparticulas poliméricas como portadores de farmacos y la contribucién
de las mismas en el campo farmaceéutico ha sido de suma importancia para administrar
medicamentos en el sitio de interés de accibn, logrando, ademas mantener la concentraciéon
deseada y reduciendo los efectos secundarios (da Costa Urtiga y col. 2017). El Xil ha sido
considerado como una materia prima adecuada para producir sistemas de administracién
colénica de farmacos, ya que permanece intacto en el estémago y en el intestino delgado y
luego es biodegradado por enzimas coldnicas (da Costa Urtiga y col. 2020). En estudios
recientes de nuestro grupo, se ha mostrado que los hidrogeles de complejos de polielectrolitos
(PECs) de Xil y quitosano (Q) pueden resultar muy eficientes como sistemas para la liberacion
controlada de drogas anibnicas no esteriodas (Schnell y col. 2020).

Titulo del proyecto: “Valorizacion de las hemicelulosas mediante la obtencién de
microparticulas biodegradables para la liberacién controlada de drogas”.
Instrumento: PICT Joven Investigador

Ao convocatoria: 2020.

Organismo financiador: Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnolégica
Directora: Dra. Carla Schnell.
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OBJETIVOS

v" Ampliar las posibilidades de aplicacion del xilano extraido de madera de alamo en un
producto de alto valor agregado como son las microparticulas (MP) como sistema para la
liberacién controlada de droga.

v" Obtener microparticulas (MP) a partir de suspensiones coloidales de complejos de
polielectrolitos (PECs) combinando el Xil con en el Q a distintas concentraciones de PECs
(1,5; 1,75y 2,0 %p/p) y utilizando la técnica de secado por atomizacion (spray drying).

v Evaluar el efecto del pretratamiento de las MP con citrato de sodio (7% p/p) a pH 5, sobre
las propiedades de las mismas.

v Evaluar la capacidad de las MP pretratadas y no pretratadas para incorporar y liberar de
forma controlada principios activos anionicos no esteroideos (diclofenaco sdédico).

METODOLOGIA

Obtencion y caracterizacion de xilano

El Xil se extrajo de madera de alamo mediante un tratamiento con NaOH (150 g NaOH/ 100
g alamo) a 90 °C durante 120 minutos. Una vez obtenido el licor, se precipitd el xilano (relacion
licor: alcohol 1:1) y se purifico mediante solubilizacién, re-precipitacién en alcohol vy
centrifugacion. Se determino el peso molecular promedio mediante GPC-HPLC
(cromatografia de permeacion en gel) con un detector de indice de refraccion (Shimadzu RID-
10A). Se utilizé el método colorimétrico fenol/acido sulfurico (Hodge y Hofreiter 1962) para
cuantificar el contenido de xilosa y mediante el Método de Scott (1979), se determiné el
contenido de grupos &cidos glucurdnicos (en el polimero).

Obtencion de las microparticulas

Primeramente, se prepararon soluciones diluidas de Xil (0.5% p/p) y de Q (0.75% p/p) de
manera de lograr la disolucion completa de los polimeros. Luego, ambas soluciones se
concentraron por evaporacion controlada en un bafno de agua (70 °C). Las concentraciones
finales utilizadas fueron de Xil =2% p/p y de Q 1.5% p/p. Seguidamente, se prepararon los
complejos (PECs) mediante la adicion de la solucion de Xil a la solucién de Q y bajo agitacion
controlada durante 30 min a diferentes concentraciones finales de PECs (1.5 ;1.75 y 2.0%
p/p). Finalmente, estas suspensiones de PECs se utilizaron para obtener las microparticulas
mediante secado por atomizacion en las siguientes condiciones: temperatura de entrada 170
°C, temperatura de salida 80 °C y flujo de gas 45 (mL/min) y se utilizé6 una boquilla de 0.75
um. Una vez obtenidas las MP, se realiz6 un pretratamiento con solucién de citrato de sodio
al 7% p/p (agente de intercambio iénico) a pH 5,0 durante 1h a 4 °C.

Caracterizacion de las microparticulas

Se determinaron los tamarfios de las MP sin pretratar mediante imagenes de Microscopia
Optica utilizando una magnificacion de 100x. Para su observacién las MP se dispersaron en
alcohol isopropilico y se sonicaron. Ademas, la morfologia de las MP se observé por
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) utilizando un equipo Phenom ProX, Phenom-World
(Netherlands).

Se determiné también la capacidad de hinchamiento (swelling) mediante inmersion en
solucion de buffer fosfato salino (PBS pH 7,4) a 37°C. A diferentes tiempos de inmersién (1h,
4hy 24 h) las microparticulas se retiraron de la solucion mediante filtracién y luego se pesaron.

Incorporacion y liberacion del principio activo

Para la incorporacién del principio activo, las MP pretratadas con citrato de sodio y no
pretratadas se colocaron en solucién de 8 mM de diclofenaco sddico durante 20 h 'y a 23 °C.
Se dejaron en un agitador orbital (PSU-10 i Boeco) a 50 rpm y se obtuvieron las
microparticulas cargadas por centrifugacion y separacion del sobrenadante. Los ensayos de
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liberacion se realizaron por inmersion de las MP pretratadas y no pretratadas en 50 ml de
solucién de PBS (pH 7.,4) (relacionada con el valor de pH del colon) a 37 °C y con agitacién
orbital a 50 rpm. Las curvas de liberacion fueron obtenidas tomando alicuotas de 3 mL a
diferentes intervalos de tiempo y reemplazando con un volumen igual de PBS para mantener
un volumen constante. La cantidad de farmaco presente se determind midiendo en un
espectrofotometro UV-Vis a una longitud de 275 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion y caracterizacion de xilano

El rendimiento del xilano extraido y precipitado correspondié a aproximadamente el 45% de
las hemicelulosas presentes en la madera original, considerando que el Populus deltoides
129/6 contiene 18,6% de xilano/madera (Cobas, 2012). La Tabla 1 muestra los resultados
obtenidos de la caracterizacidn del xilano extraido. Teniendo en cuenta el contenido de xilosa
y de grupos acidos, la pureza del xilano fue de 99,1%, presentando un grupo acido glucurdnico
cada 10-11 moléculas de xilosa. El peso molecular del Xil es de 56,3 kDa y un indice de
polidispersidad de 1,50.

Tabla 1: Caracterizacién del xilano extraido de madera de alamo

. . Grupos acidos glucurénicos segun
o, ()
Muestra % Xilosa / xilano étodo de Scott (meq/g) Pureza (%)

Xilano 87,2 0,63 99,1

Obtencion y caracterizacion de microparticulas

El rendimiento del secado por atomizacion de los PECs
obtenidos en las diferentes concentraciones fue
aproximadamente del 70 %. El diametro medio de las
MP obtenido utilizando microscopia 6ptica fue de 3,71 £
1,71 ym, 3,12+ 1,20 ymy 3,62 + 1,59 ym para las MP

preparadas desde soluciones de 1,5; 1,75 y 2,0% p/p,
respectivamente. Estos resultados sugieren que el
tamano de particula se encuentra determinado
principalmente por la boquilla de atomizacion
empleada. En la Figura 1 se muestra una imagen de
microscopia SEM de las MP-1,75%. Todas las MP
mostraron una forma esférica irregular sin grandes

poros con una superficie extensivamente abollada. La Figura 1: Imagen obtenida por
formacion de las superficies abolladas de la MP secas SEM de las 1,75% MP
se atribuye a la contraccion durante el proceso de (Magnificacion 1000)

secado (Saénz et a. 2009).

La Figura 2 muestra la capacidad de hinchamiento de las MP-1.75% pretratadas y no
pretratadas en solucién de PBS (pH 7.4) y a 37°C. Se puede observar que ambas MP
presentan valores altos de hinchamiento y que el mismo aumenta en el tiempo. Las MP
pretratadas mostraron tener mayor capacidad de hinchamiento en las condiciones estudiadas,
esto puede deberse a la presencia de mayor cantidad de contraiones que pueden
intercambiarse con los iones presentes en el medio liquido.

Incorporacion y liberacion del principio activo

Se encontré que las MP-1.75% pretratadas con citrato de sodio presentan mayor capacidad
de absorcion de diclofenaco sédico (691,5 £3,0 mg/ g MP) respecto de las MP no pretratadas
(155,2 £ 2,1 mg/ g MP). El citrato de sodio presente en las MP pretratadas se libera en la
solucién permitiendo la incorporacién del principio activo a través de un fenédmeno de
intercambio i6nico (Schnell y col. 2020). La Flgura 3 muestra la cinética de liberacion del
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diclofenaco sédico desde las MP-1,75% pretratadas y no pretratadas con acido citrico en
solucién de PBS y a 37°C. Se observa que la liberacién del principio activo desde las MP no
tratadas fue explosivo y en cambio desde las MP pretratadas, la liberacion fue mas controlada.
Ademas, se obtuvo el mismo comportamiento en la capacidad de incorporacion y liberacion
del principio activo con las MP-1,5% y MP-2,0%.
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Figura 2: Capacidad de hinchamiento en funcidn del tiempo en solucion de PBS a 37 °C de las MP-
1,75% pretratadas o no con citrato de sodio. Figura 3: Liberacién de diclofenaco sddico en funcién
del tiempo en solucién de PBS a 37 °C a partir de las MP-1,75% pretratadas y no pretratadas.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos muestran que se puede obtener microparticulas a partir de
complejos de xilano y quitosano, utilizando la técnica de secado por atomizacion. La
concentracion de PECs utilizada para obtener las MP no modificé las propiedades fisico-
quimicas evaluadas. Ademas, el tratamiento con citrato de sodio resulto ser esencial para
lograr mayores cantidades de absorcién del diclofenaco sdédico y lograr una liberacidon
controlada del mismo en condiciones relacionado al pH del colon.
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