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l. RESUMEN

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales que estan compuestas por
polimeros lineales y agentes entrecruzantes que absorben grandes cantidades de agua.
La capacidad de ser hidrofilicos e insolubles en agua les proporciona la particularidad
de comportarse bien en diferentes medios, de tal manera que pueden tolerar un aumento
significativo de su volumen alcanzando un equilibrio fisico y quimico entorno al medio

en gque se encuentre.

Las aplicaciones en los hidrogeles son amplias debido a su buena interaccién con
tejidos vivos, su aplicacion en el area de la medicina es cada vez mas estudiada, esto
se debe a que presentan caracteristicas de biocompatibilidad asociada a su consistencia
y capacidad de absorber agua, ademas son materiales inertes de tal manera que no

presentan tropismo por células o proteinas.

El hinchamiento de la red polimérica en un medio acuoso le entrega la particularidad
de absorber, retener y liberar bajo condiciones estandarizadas drogas o soluciones
organicas para su posterior liberacion controlada. Los hidrogeles se pueden caracterizar
y sintetizar de tal manera que la encapsulacion de sustancias activas o drogas son
aplicables a diferentes estudios, por lo tanto es relevante conocer mas sobre el

comportamiento del biomaterial en diferentes condiciones o medios.



En el presente trabajo se desarrollé un hidrogel basado en el poli (vinil alcohol)
(PVA) y éacido succinico como agente entrecruzante en cual le confiere estabilidad y
flexibilidad al material. Como agente encapsulante en la red polimérica se ha asociado
el farmaco antibidtico ampicilina, cuya actividad antibacteriana contra cepas en
Escherichia coli es variada debido a la creciente resistencia que presentan estos bacilos

gram negativos en la actualidad.

La formulacién de PVA con acido succinico se sintetizo de forma satisfactoria y se
comprobd su capacidad de generar una liberacion controlada en el tiempo en un medio
establecido en comparacion a los controles que no contaban con el soporte polimérico.
Por lo tanto, es de gran importancia conocer e investigar sobre el fendmeno de “slow
release” en hidrogeles para una futura aplicacion farmacoldgica clinica segura y

efectiva.



Il. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es un problema global que cada dia genera més problemas
en las atenciones en salud, la capacidad de las bacterias de modelar su capacidad
metabolica y genomica para afrontar las diferentes drogas a las que son sometidas
generan una gran capacidad de los microrganismos a adaptarse al medio y poder
sobrevivir. Es por ello por lo que cada dia se estudian farmacos nuevos que ayuden a
esta problemética global, desde el estudio de nuevos compuestos hasta su
administracion. El uso de antibioticos de forma indiscriminada por la poblacion sin un
consentimiento médico favorece a la creciente resistencia bacteriana que a largo plazo
puede conllevar a mayores tiempos de hospitalizacion, mayores gastos en salud y por
sobre todo a poner en riesgo la vida de las personas.

La ampicilina es un antibi6tico betalactamico que ha sido ampliamente utilizado
para el tratamiento de una serie de infecciones bacterianas, es por ello que su resistencia
es amplia y por consecuencia es menos utilizado. En infecciones urinarias por
Escherichia coli, es el tratamiento primordial, pero su elevada administracion por parte

de los clinicos ha llevado a que las cepas no sean inhibidas por el betalactamico.

Las escasas estrategias terapéuticas para atacar las infecciones bacterianas en el
tiempo serdn un problema de salud puablica, es por esto que las estrategias de
administracion de farmacos podrian ayudar en el problema, esto es mediante la
liberacion controlada de compuestos encapsulados. El uso de hidrogeles es cada vez

mas estudiado debido a su nula toxicidad y el caracter biodegradable que este tiene.



Los hidrogeles son estructuras poliméricas tridimensionales que contienen
compuestos de naturaleza hidrofilica entrelazados. Pueden absorber grandes cantidades
de agua u otros fluidos, pero no se disuelven en ellos. Su alta afinidad por el agua y su
biocompatibilidad le confieren propiedades como poder reconstituir tejidos de
determinada consistencia, o evitar la degradacion de drogas en ambientes adversos,

como el pH estomacal.

La administracion de antibidticos asociados a un hidrogel podria mejorar eficiencia
de los tratamientos, de tal manera que las dosis de antibioticos no serian repetitivas en
un tiempo ni causarian los efectos adversos que estas drogas acarrean por el uso
constante en el organismo. La capacidad intrinseca del hidrogel es la liberacion
controlada de farmacos abarcando la dosis terapéutica y evitando la dosis toxica que
todo tratamiento convencional tendria sobre el paciente. El uso de redes poliméricas
para encapsular antibioticos favoreceria un tratamiento efectivo para los pacientes
mediante la capacidad innata de no alcanzar niveles toxicos de la droga, mantener los
niveles en el rango terapéutico y asi reducir un contacto mayor de la bacteria con el

antibidtico el cual favoreceria a la reduccidn de la resistencia bacteriana a largo plazo.



I1l.  REVISION BIBLIOGRAFICA

El término hidrogel (1) se utiliza para denominar a un tipo de material de base
polimérica caracterizado por su extraordinaria capacidad para absorber agua y
diferentes fluidos. Son redes poliméricas tridimensionales (2), no se disuelven en agua
a temperatura y pH fisioldgicos, pero se hinchan considerablemente en un medio
acuoso y demuestran una extraordinaria capacidad para embeber agua y fluidos
bilogicos en la estructura de la red (3). La naturaleza hidréfila de los hidrogeles se debe
a la presencia de grupos como hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amida (-CONH>)

y sulfénico (-SOsH), a lo largo de las cadenas poliméricas (4).

Los hidrogeles se obtienen mediante polimerizacion y entrecruzamiento simultaneo
de uno o varios mondmeros polifuncionales. La capacidad de sorcion de los hidrogeles
se debe, entre otras cosas, a la flexibilidad de las cadenas poliméricas, la cual hace
posible que se deforme para permitir la entrada de moléculas de disolvente dentro de

la estructura tridimensional (2).

Otras propiedades interesantes de estos materiales son su capacidad para controlar
el proceso de difusion, respuesta a los cambios en la fuerza idnica, pH, temperatura y
la capacidad para atrapar especies quimicas a través de los grupos funcionales polares

que interactian de forma selectiva y fuertemente con estas especies (2).
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1. Clasificacion de hidrogeles

1.1. Clasificacién basada en entrecruzamiento

Los hidrogeles se pueden clasificar de muchas maneras. Sin embargo, como los
hidrogeles se construyen basicamente mediante redes de reticulacion, en funcion de la
naturaleza de la red tridimensional que constituyen el polimero, se clasifican en dos

categorias: hidrogel fisicamente reticulado o hidrogel quimicamente reticulado (5)

(6).

1.1.1 Hidrogeles fisicamente reticulados

Los hidrogeles reticulados fisicamente o los geles reversibles han ganado
importancia debido a su relativa facilidad de produccion y la ventaja de no utilizar
agentes de reticulacion durante su protocolo de sintesis. La disolucién de geles
reticulados fisicamente se evita mediante interacciones fisicas, que existen entre
diferentes cadenas de polimeros (5). La seleccion del tipo de hidrocoloide depende de
la concentracion y el pH la cual puede conducir a la formacion de una amplia variedad
de texturas de gel, actualmente es un area que recibe una atencion considerable en las
aplicaciones alimentarias, farmacéuticas y biomedicas porque generalmente se evita el

uso de agentes de reticulacion (5) (6).
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1.1.2  Hidrogeles quimicamente reticulados

En los hidrogeles quimicamente reticulados, existen enlaces covalentes entre
diferentes cadenas poliméricas. Por lo tanto, son estables y no pueden disolverse en
ningun solvente a menos que los puntos de reticulacidn covalentes estén escindidos (6).
La flexibilidad de disefio de un hidrogel fisicamente reticulado esté restringida, debido
a la dificultad de desacoplar las variables, como el tiempo de gelificacién, el tamafio
de los poros de la red interna, la funcionalizacion quimica y el tiempo de degradacion
(5). En contraste, la reticulacion quimica da como resultado una red con una resistencia
mecéanica relativamente alta y, dependiendo del tipo de enlaces quimicos en los bloques
de construccién y las reticulaciones, pueden ocurrir tiempos de degradacion

relativamente prolongados.

1.2 Clasificacion basada en estado fisico.

Recientemente, el desarrollo de hidrogeles con propiedades fisicas significativas ha
atraido muchos intereses en aplicaciones biomédicas, Debido a sus caracteristicas
Unicas, tales como sus caracteristicas de hinchamiento y difusién. Principalmente, su
microestructura tridimensional desempefia un papel vital en varios campos debido a
gue esta microestructura es responsable de la estabilizacién de las matrices no
extracelulares y extracelulares. Los hidrogeles poliméricos tienen propiedades elasticas
similares a los tejidos blandos, tienen la particularidad de ser no toxicos,
biodegradables y biocomparables con sensibilidad al estimulo. Por lo tanto, son
ampliamente utilizados en aplicaciones biomédicas, que incluyen administracion de

farmacos, autocuracion, superficies inteligentes, ingenieria de tejidos, diagnostico,
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inmovilizacion, separacion y recubrimiento compatible con sangre de implantes
médicos, etc. (7)(8)(9). Por lo tanto, basado en las propiedades fisicas, los hidrogeles
se pueden clasificar en tres tipos con diferentes aplicaciones biomédicas. Los cuales

son solidos, semisolidos e hidrogeles liquidos.

1.2.1 Hidrogeles so6lidos

Los hidrogeles sélidos son uno de los polimeros mas versatiles ya que pueden imitar
las propiedades fisicas, quimicas, eléctricas y bioldgicas de la mayoria de los tejidos
bioldgicos, imitando la compleja arquitectura de los tejidos y proporcionando el
microambiente celular esencial. Ademas, son beneficioso para facilitar la formacién de
tejidos funcionales (10) (11) (12). Los hidrogeles sélidos tienen una fuerte estructura
de red reticulada con enlaces ionicos o covalentes y son sélidos por naturaleza a
temperatura ambiente, pero pueden hincharse en agua, soluciones tampén y fluidos
bioldgicos. Debido a estas propiedades especificas, pueden utilizarse para la
preparacion de hidrogeles en diferentes aplicaciones biomédicas, ambientales y

ecologicas.

1.2.2 Hidrogeles semisélidos

Los hidrogeles semisdlidos tienen fuertes interacciones adhesivas con fuerzas

interfaciales (van der Waals, enlaces de hidrégeno y electrostaticas) y tejidos blandos.
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Esta caracteristica es de gran utilidad para la administracion prolongada de

medicamentos y para aplicaciones de dosis efectiva en el campo biomédico (13)

Debido a sus propiedades bioadhesivas, estos hidrogeles se pueden denominar como
hidrogeles bioadhesivos 0 muco-adhesivos. Este tipo de hidrogeles se preparan con dos
tipos de materiales, al menos un material debe poseer naturaleza bioldgica
(policarbofilo, carbopol, hidroxipropilcelulosa y poli (Nvinil pirrolidona) (PVP) (13)
(14)) y los materiales poliméricos seleccionados debe ser de alto peso molecular > 100,
lo que mejora la absorcion y desabsorcion, grado de reticulacion y la flexibilidad de
los hidrogeles para aplicaciones biomédicas.

1.2.3 Hidrogeles liquidos

A temperatura ambiente, son liquidos en fase, pero a una temperatura especifica,
tienen una fase elastica similar a la de los tejidos blandos con buena funcionalidad (15)
(16). Esta propiedad puede tener funciones claves en las futuras aplicaciones
biomédicas (16) (17). Los hidrogeles liquidos son muy atractivos por tener una
inigualable biocompatibilidad, funcionalidad y facilidad de sintesis, ademas por tener
la capacidad de autoajustar su red (tamafio de los poros) en funcién de las condiciones
ambientales (15). Las principales ventajas de este hidrogel liquido son la capacidad de
incorporar facilmente sustancias organicas, inorganicos, medicamentos y proteinas,
ademas sin necesidad de procedimientos quirdrgicos, puede ser inyectable en los
sistemas vivos, utilizando la via de inyeccion a los sitios objetivo, ya que tiene

propiedades altamente hidrofilicas (15) .
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2. Propiedades de los hidrogeles

Los hidrogeles se utilizan en muchos campos de la industria biomédica, como la
administracion terapéutica (18), lentes intraoculares, lentes de contacto y proétesis
corneales en oftalmologia (19), cementos 6seos para ortopedia (20), vendaje para
heridas (21), andamios de tejido 3D en Medicina regenerativa (22), etc., debido a sus
excelentes propiedades como la biocompatibilidad, la absorcion de agua y el
rendimiento mecéanico adecuado, entre otros (23). Muchos de estos hidrogeles han sido
aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA)

para diversas aplicaciones y actualmente se producen de forma masiva.

2.1 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles son muy importantes desde el punto
de vista farmacéutico y biomédico. La evaluacidn de las propiedades mecanicas es
esencial en diversas aplicaciones, de tal manera que pueden tener gran resistencia
mecanica (24) segun el método con el que se obtengan. Las propiedades mecénicas de
los hidrogeles deben ser tales que puede mantener su textura fisica durante la entrega
de las variedades terapéuticas para el periodo de tiempo predeterminado. Mediante el
cambio del grado de reticulacion de la red polimérica se podria establecer un cambio
en la estructura mecanica. Aumentando el grado de reticulacion se puede lograr un
hidrogel mas fuerte, aunque el mayor grado de reticulacion disminuye el % de
elongacion de los hidrogeles y crea una estructura mas quebradiza. Por lo tanto, existe
un grado éptimo de reticulacion para lograr un hidrogel relativamente fuerte y elastico
(25).
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2.2 Propiedades de expansion

La capacidad de absorcion de agua, determinada por el estado de equilibrio
hinchado, se debe al balance que ocurre entre las fuerzas osmoticas, debidas al agua
que entraen la red, y las fuerzas que ejercen las cadenas poliméricas en oposicion a esa
expansion (26). El proceso de obtencion del hidrogel determina la capacidad de
hinchamiento que este tendra, dado que los espacios que se establezcan entre las redes
poliméricas flexibles que se formen en dicho proceso determinara la cantidad de agua
que el hidrogel pueda albergar (27). Esta flexibilidad a su vez se ha mostrado que es
funcion de: el peso molecular, el grado de pureza del polimero y de su concentracion
en solucidn acuosa (28), ademas de factores propios del método fisico o quimico de
sintesis (28).

Todas las consideraciones anteriores determinan las propiedades fisicas y quimicas
del hidrogel resultante y deben ser tenidas en cuenta en el disefio, la sintesis y la
aplicacion de los sistemas poliméricos mediante liberacion de sustancias activas. Es
importante tener en cuenta estos aspectos para impulsar otras aplicaciones de esta

nueva generacion de biomateriales (29).

2.3 Propiedades de biocompatibilidad
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Los hidrogeles son materiales muy apropiados para aplicaciones en medicina dada
su buena interaccion con los tejidos vivos (30), ya que por un lado muestran buenas
propiedades de biocompatibilidad, debido a su consistencia blanda, elastica y
contenido de agua (31). Por otro lado, son materiales inertes por lo que las células y
proteinas no tienden a pegarse a su superficie (32). Ademas, su caracteristica de
hinchamiento en medio liquido les aporta la propiedad de absorber, retener y liberar

bajo condiciones controladas, algunas soluciones orgénicas (26).

2.4 Actividad antimicrobiana

Los hidrogeles son una forma de materiales porosos 3D, que consisten en cadenas
de polimeros con reticulacion fisica o quimica (33) (34). Los hidrogeles se han
estudiado ampliamente como un material alternativo para aplicaciones
antibacterianas. Al seleccionar cuidadosamente los monémeros y los reticulantes, las
capacidades deseadas de los hidrogeles, como la hidrofilicidad y la porosidad, pueden
desarrollarse para aplicaciones antibacterianas. Ademas, algunos tipos de hidrogeles

también tienen una propiedad antibacteriana inherente.

Para el tratamiento de infecciones microbianas, es crucial que los geles liberen
componentes antimicrobianos para ingresar a las células inmunitarias y matar a los
microbios patogenos desde el interior. Los hidrogeles cargados con antibidticos,
nanoparticulas metalicas, polimeros antimicrobianos y péptidos pueden liberar los
agentes antimicrobianos de manera sostenida, lo cual es importante para tratar las

infecciones de manera efectiva y prevenir la formacion de biopeliculas.
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3. Liberacién controlada de drogas

La administracion convencional de medicamentos a menudo requiere altas dosis o
una administracion repetida para estimular un efecto terapéutico, que puede disminuir
la eficacia general y el cumplimiento del paciente, y provocar efectos secundarios

graves e incluso toxicidad (35) (36).

Dosis toxica

4 Dosis no efectiva

Dosificacion _ _ Dosificacion por
tradicional liberacion controlada

Figura. 1. Comparacion entre un tratamiento convencional de dosis
sucesivas con un sistema ideal de dosificacion controlada (37).

Los hidrogeles pueden proporcionar control espacial y temporal sobre la liberacién
de diversos agentes terapéuticos, incluidos los farmacos de molécula pequefia, los
farmacos macromoleculares y las células. Debido a sus propiedades fisicas ajustables,
la degradabilidad controlable y la capacidad para proteger los farmacos labiles de la
degradacion, los hidrogeles sirven como una plataforma en la que varias interacciones

fisicoquimicas con los farmacos encapsulados controlan su liberacion.
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La cinética de hinchamiento y la velocidad de liberacion dependen del grado
hinchamiento de la matriz. La matriz est4 constituida por los sistemas poliméricos a
base de polimeros hidrdéfilos reticulados con mondmeros acrilicos o, alternativamente,
para los copolimeros biocompatibles de monomeros hidrofilos e hidrofobos con la

composicion apropiada para controlar la velocidad de liberacion del farmaco (38).

4. Ampicilina

La ampicilina, una penicilina de espectro extendido, es eficaz contra
microorganismos gram positivos y gram negativos. Ademas, al ser resistente a los
acidos, se puede administrar por via oral. Se ha utilizado en el tratamiento de la fiebre
entérica, infecciones del tracto respiratorio, infecciones del tracto urinario, infecciones

de la piel y tejidos blandos (39).

La ampicilina también se ha usado en combinaciéon con otros antimicrobianos
(aminoglucosidos, inhibidor de la B-lactamasa) para mejorar su eficacia, extender la
cobertura antimicrobiana 'y reducir el desarrollo de resistencia a los
medicamentos. Estas combinaciones son Utiles en el tratamiento empirico de una
amplia gama de infecciones complicadas, incluidas las infecciones aerdbicas,

anaerdbicas y mixtas (40).
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Sin embargo, después del uso clinico generalizado, los patdgenos han adquirido
resistencia a la ampicilina. Los antibioticos B-lactamicos se unen a las proteinas de
union a la penicilina (PBP) de las bacterias susceptibles. Después de que un antibiético
B-lactama se haya unido a la PBP, se inhibe la reaccion de transpeptidacion, se bloquea
la sintesis de peptidoglicanos y la célula muere. Los patdgenos pueden desarrollar
resistencia a los antibioticos B-lactdmicos modificando uno de estos pasos. Varios
mecanismos de resistencia a la f-lactama son el acceso reducido a las PBP, la afinidad
reducida de union a la PBP y la destruccion del antibiotico a través de la expresion de
la B-lactamasa (40).

V. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Sintesis y evaluacion antibacteriana de hidrogel con propiedades de “slow

release” de ampicilina frente a cepas de Escherichia coli.

2. Objetivos especificos

e Sintetizar y caracterizar la formulacion de hidrogel basado en poli (vinil
alcohol) y crosslinkers determinados.

e Evaluar la capacidad de “slow release” in vitro de ampicilina desde las
formulaciones preparadas.

e Evaluar la actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli, de las
formulaciones preparadas

20



V. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales y sintesis del hidrogel HPAS20

Poli(vinil alcohol) (PVA) de 30-60 kDa fue adquirido desde Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, USA). Acido clorhidrico (HCI) 37% y &cido succinico (AS) Mw =
118,09 g/mol p.a. fueron adquiridos desde Merck (Darmstadt, Alemania).

El hidrogel se sintetizo mediante esterificacion del PVA con AS, segln lo
descrito por Valdes et al. (41). Una solucion acuosa de PVA se mezclé con AS en
presencia de HCI, de forma que la concentracion final del AS fue del 20%, quedando
la concentracion de PVA en la razon 10:2 respecto de éste (HPAS20). La reaccion se
Ilevo a cabo en un bal6n de vidrio durante 3 horas en agitacion constante a 90 — 100°C
en reflujo. Posteriormente el contenido fue vertido en un vaso precipitado de 5 mL y
Ilevado a la estufa a 70°C durante 6 horas para permitir su deshidratacion y su mayor

entrecruzamiento.

2. Preparacion del hidrogel
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Los hidrogeles secos (20 mm aprox. de didmetro) fueron depositados en frascos con
solucion tampén acetato (pH 4), tampon fosfato salino (pH 7,4), a temperatura

ambiente, segun lo descrito por Maricén et al. (2018) (42).

La ampicilina (AMP) fue adquirida desde Sigma-Aldrich, a partir del estandar se
prepard una solucion de concentracion 60 pg. El analisis de liberacion del farmaco se
Ilevé a cabo mediante la preparacion de viales con 5 mL de solucion buffer a pH 4y
7,4. En los controles se usaron los tampones anteriormente mencionados ademas de
cantidades estandarizadas de ampicilina para establecer la concentracién a estudiar.
Para el estudio de la matriz polimérica (HPAS20), previamente fue encapsulada la
concentracion estandarizada de ampicilina, mediante la carga de la solucion antibidtica
previo al proceso de deshidratacion. Posteriormente el hidrogel fue vertido en las 2

soluciones buffer en condiciones previamente mencionadas.

Por lo tanto, todos los viales contenian 5 mL de solucion tampdn acetato (pH 4), y
tampon fosfato salino (pH 7,4), en los controles se le afiadié un volumen estandar de
ampicilina de tal manera que cada vial contenga una concentracion de 60 pg. En el
estudio del hidrogel se afadio el hidrogel previamente encapsulado con la
concentracion de ampicilina de 60 pg.

Todos los viales fueron llevados a una medicion en funcion del tiempo, de tal
manera que al cabo del tiempo establecido se sacaba una alicuota de 1 mL y se
reconstituia el vial con el mismo volumen y contenido sacado del medio. Se tomaron
mediciones al tiempo 0.5, 1, 2, 6, 24,48y 72 horas. Todas las soluciones obtenidas

en los diferentes tiempos fueron almacenadas en condiciones de refrigeracion.
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3. Estudio microbiolégico

Se utiliz6 una cepa estandarizada de Escherichia coli ATCC 25922. Para el estudio
de difusion en agar se utizé un MacFarland 0,5 y posteriormente se sembro en placas
de medio de cultivo Mller-Hinton, las cuales fueron cargadas con 20 mL de medio de
cultivo en condiciones estandarizadas, de tal manera que los estudios sean comparables
y reproducibles. Los pocillos fueron realizados en condiciones de esterilidad posterior
al sembrado de las placas, y cargados cada uno con 180 pl segiin corresponda. Para el
estudio fotométrico de crecimiento bacteriano, se utilizaron tubos en caldo BHI con

cepa de E.coli a 0,5 macfarland y cargadas con 100 pl de solucion segun corresponda.

Todos los cultivos bacterianos fueron incubados por 24 horas a una temperatura de
37°C en condiciones controladas usando la estufa Memmert modelo 600. En los
tiempos establecidos fueron leidas las placas y medidos los tubos con caldo BHI
mediante fotometria usando el espectrofotometro Genesys 20 modelo 4001/4 de

thermo spectronic.

4. Estudio de hinchazoén

El proceso de captacion de agua se estimd mediante la relacion de hinchazén de

equilibrio (%ESR) en los intervalos de tiempo deseados.
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Cada pelicula de xerogel se sumergié en solucion tampén fosfato salino (PBS) (pH
7,4) y solucién tampon de acetato (pH 3,0) a 25 °C durante 21 h hasta que se alcanzo
el equilibrio de hinchamiento. El peso de la muestra himeda [Www (g)] se midio
después de eliminar cuidadosamente la humedad de la superficie con un papel
absorbente. El peso de la muestra seca [Wd (g)] se determino tras el proceso de
liofilizacion del hidrogel. La ESR de las muestras de hidrogel se calcul6 de la siguiente
manera:

FSR (%)= 2=%d » 100%

Wgq

Donde %W es el grado de hinchazon, y Ws y W, corresponden al peso del hidrogel

en estado hinchado y seco, respectivamente (43).

5. Caracterizacion del hidrogel HPAS20

5.1.Anélisis de microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras del hidrogel fueron seccionadas y puesta en soportes de cobre. Se
aplico una tincion de acido fosfotlngstico 0,7% p/v y se procedié al secado de las
muestras. Los hidrogeles se analizaron en un microscopio electrénico LVEMS5 (Delong
Instruments, Brno, Republica Checa), a tension nominal de 5 kV y en modo de
microscopia electronica de barrido (SEM), segin lo desarrollado por Marican et al
(2018) (42).
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5.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro de reflexion del hidrogel HPA20 se obtuvo mediante un espectrometro
Nicolet Nexus 470 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), en el rango espectral de
4500 — 500 cm™™. Los espectros de las muestras se obtuvieron en matrices de KBr de

un promedio de 32 mediciones con una resolucion de 4 cm™.

5.3 Medicion de la liberacion de ampicilina por HPLC

Se trabajo con el xerogel previamente encapsulado con ampicilina, ademas se utiliz6
tampdn PBS como control negativo, de las cuales se extrajo alicuotas en el tiempo. El
contenido de ampicilina de las alicuotas se midié por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC, del inglés High Performance Liquid Chromatography) con ayuda de
un equipo Perkin Elmer 200 Series (Waltham, MA, USA), con bomba cuaternaria y
autosampler, acoplado a un detector de UV-luz visible, utilizdndose un estandar de
ampicilina de 400 ppm. Se utilizé6 una columna Kromasil C18, 10 cm x 4,6 mm
(AkzoNobel, Bohus, Suecia) a una temperatura de 30°C y acetonitrilo, agua, fosfato de

potasio monobéasico 1M en agua y &cido acético 1N en agua como fase movil.
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VI. RESULTADOS

1. Estudio de hinchazén del hidrogel HPAS20

El experimento se llevo a cabo para analizar el grado de hinchamiento del HPAS20

a diferentes condiciones de pH (3 y 7.4) a temperatura ambiente.

La Figura 2 muestra el porcentaje de hinchazon del HPAS20, el que se incrementa
alo largo del tiempo. La cinética de medicion indica que la hinchazdn primero es rapida
y después se torna mas lenta, alcanzando un estado de equilibrio aproximadamente a

las 20 horas de iniciado el experimento.
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Figura 2. indice de hinchazon del hidrogel HPAS20 a 2 distintos pH (3 'y 7,4) en relacion
con el tiempo. Las barras indican desviacién estandar.

El proceso de hinchazén es dependiente de una serie de factores, como la propia

naturaleza del polimero, el tamafio del poro, la concentracion del agente entrecruzante,
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pH y temperatura. En este sentido, en el pH 7,4 se logro la mayor hinchazén del
hidrogel, a un tiempo mayor de 40 horas se evidencio 620 £+ 5% de su peso inicial. Este

indice de hinchaz6n fue menor para el hidrogel a pH 3 (500 + 10%).

2. Analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes de microscopia electronica se utilizaron para analizar con mayor
exactitud la morfologia del HPAS20 y el tamafio de los poros, que serian los
mecanismos de entrada y salida de la estructura antibidtica. En la Figura 3 se observan
las fotografias de microscopia obtenidas a partir de muestras de xerogel (hidrogel con
0% de solvente). Es posible observar una alta porosidad, con formas bien definidas
que exhiben una cierta dispersion de estos mismos. La porosidad de la estructura se
puede atribuir al proceso de reticulacion del HPAS20, el tipo de estructura presentaria
una buena permeabilidad, la cual podria tener un papel clave para promover la difusion

del antibidtico a través de los poros.

Debido a la concentracion del entrecruzante, en las imagenes se puede observar
un tamafio del poro relativamente uniforme aproximadamente de 10um. Se observa
también la separacidn entre las distintas redes, cuya distension también es fundamental

para permitir la difusion del farmaco y su posterior liberacion.
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Figura 3. Imagen de microscopia electrénica de barrido, mostrando el entramado polimérico
del HPAS20 liofilizado. Imagen con aumento 13000x. Barra = 10um.

3. Andlisis de espectrometria infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR)

El espectro del HPAS20 muestra algunas sefiales atribuibles a la formacion del
hidrogel. La Figura 4 muestra el espectro de FT-IR con algunas sefales caracteristicas
que demuestran la formacidon del hidrogel. Entre 3100 y 3700 cm-1 existe una fuerte
sefial de vibracion que puede atribuirse al alcohol de la cadena de PVA vy al grado de
hidratacion del hidrogel. A 2920 cm, se observa una sefial caracteristica de los modos
de estiramiento de los grupos alquilo (R-CH2) de la cadena de PVA. El
entrecruzamiento entre PVA y &cido succinico se puede observar en la sefial a 1640
cm, que corresponde a los enlaces éster covalentes formados entre el alcohol de las

cadenas de PVA y el o los &cidos carboxilicos del acido succinico.
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Figura 4. Espectro FTIR del hidrogel HPAS20. El entrecruzamiento entre PVA y &cido
succinico se puede observar en la sefial a 1640 cm™.

4. Medicidn de la liberacion de ampicilina por HPLC

La liberacion de ampicilina desde HPAS20 se midio de forma acumulativa mediante
técnicas cromatogréficas de HPLC. La Figura 5 muestra el perfil de liberacion de
ampicilina desde la matriz polimérica, a lo largo de 72 horas. La liberacion en las
primeras 6 horas evidencia un efecto rafaga, es decir, primero de forma rapida y luego
mas lenta (liberacion sostenida). Tal efecto puede ser debido a remanentes del farmaco
que se encuentran en la superficie del hidrogel.
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Figura 5. Perfil de liberacion de ampicilina desde HPAS20 con relacion al tiempo. Las
barras indican desviacién estandar.
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5. Medio de difusion

Los estudios se llevaron a cabo en solucion tampdn acetato (pH 4) y tampon fosfato
salino (pH 7,4) como medios de difusiéon, de tal manera que en condiciones
estandarizadas de estudio la liberacion se presentd a un pH 4, en cambio, en el medio
fosfato salino pH 7,4 no se libero de forma esperada la droga encapsulada, es por ello
que todos los estudios posteriores se llevaron a cabo en condiciones de tampdn acetato
pH 4.

6. Liberacion de ampicilina desde HPAS20

El analisis de absorbancia hace referencia a una liberacion controlada y prolongada
durante el tiempo, de tal manera que los controles que estan compuestos solo con
buffer pH 4 y antibiotico presentan una escala de liberacion descontrolada, la cual se
evidencia por el aumento de la absorbancia durante el tiempo, esto se debe
posiblemente a la carga antibidtica en los tiempos iniciales, la cual es mayor y por
consecuencia genera una mayor inhibicion bacteriana, reflejandose en los valores que
presentan los controles durante el tiempo en la tabla 1. En cambio, en la matriz
polimérica de PVA con &cido succinico, donde el antibidtico esta encapsulado, se
presenta una liberacion controlada durante los intervalos de tiempo, esto se evidencia
en las absorbancias que se mantienen relativamente constantes durante las mediciones,
es por ello que la presencia del hidrogel (HPAS20) y el antibiético a una concentracion

de 60 pg (AMP60), genera una inhibicion parcial pero constante durante el tiempo.
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Tabla 1. Absorbancia a 625 nm en diferentes tiempos con una concentracion de 60 g de

ampicilina a pH 4.

Tiempo (hrs) Control HPAS20+AMP60
0,5 0,22 0,61
1 0,241 0,67
2 0,256 0,667
6 0,34 0,667
24 0,438 0,65
48 0,67 0,69
72 0,79 0,7

Se puede evidenciar de forma grafica que la inhibicion bacteriana, reflejada en una

disminucion de la absorbancia, va disminuyendo en los controles, en cambio, la

presencia HPAS20 + AMP60 presenta una inhibicion parcial pero constante durante el

transcurso del tiempo, esto hace énfasis a la importancia que presenta la estructura

polimérica en la liberacion del antibidtico al medio, la cual es relativamente constante.
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Figura 6. Absorbancia a 625 nm con diferentes tiempos a una concentracién de 60 ug de

ampicilina a pH 4.

31



La inhibicion bacteriana se puede ver en las placas mediante el método de difusion
en agar, la cual se refleja en los tamafios de los halos presentados en la cepa de E. coli
en estudio. Los controles a los diferentes tiempos mantienen una tendencia a la
disminucion de los halos de inhibicion bacteriana, tomando en consideracion la primera
medicion y la Gltima, estos presentan una diferencia de casi el doble, la cual hacen
referencia a una inhibicién inicial mayor en comparacion a la ultima medicién. Los
halos medidos en los pocillos que presentan la solucion a diferentes tiempos, usando la
matriz polimérica como medio de difusion del antibidtico, presentan una tendencia
inhibitoria casi constante durante el tiempo, esto se correlaciona a las mediciones

previas de absorbancia.

Tabla 2. Medicion de los halos de inhibicién en mm.

Tiempo (hrs) Control HPAS20+AMP60
0,5 20 16
1 18 16
2 17 16
6 16 15
24 15 16
48 12 15

En la figura 7 se pueden observar las zonas de inhibicion que presentan cada pocillo
cargados con las soluciones respectivas, los controles presentan halos de inhibicién
bacteriana con tendencia escalar en comparacion a el antibiético encapsulado al
hidrogel, esto refleja halos sugerentes de una muerte bacteriana mas prolongada y

constante en el tiempo.
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Figura 7. Método de difusion en agar, pocillo a diferentes tiempos 0,5, 1, 2, 6, 24,y 48
horas. A una concentracion de 60 pg de ampicilina. A la izquierda el hidrogel méas la
ampicilina encapsulada (HPAS20 + AMP60) y a la derecha los controles.

VII. DISCUSION

La utilizacion de &cido succinico como entrecruzante para la generacion de un
hidrogel en base a PVA proporciona un medio de difusion 6ptimo para la liberacion de
forma controlada de la estructura encapsulada en la red polimérica, esta es capaz de
absorber la solucién en estudio, incrementar su tamafio y al mismo tiempo proporcionar
las condiciones propicias para una liberacion controlada de la droga, de tal manera que
las condiciones del medio son importantes para eficiente difusion. El estimulo del pH
condiciona de forma importante en la liberacion de la estructura encapsulada en el
hidrogel, mediante el uso de PVA, el cual es uno de los polimeros sintéticos mas
utilizados por sus propiedades favorables como la no toxicidad, biocompatibilidad y
capacidad de formacidn de pelicula (44).
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Como polimero sintético, el PVA ha centrado el interés de los cientificos en diversas
areas como la ingenieria, la quimica y la medicina. En usos medicos, las propiedades
tales como una alta capacidad de absorcion de agua, resistencia quimica, propiedades
fisicas, biocompatibilidad y biodegradabilidad favorecen su uso (45) (46). A pesar de
las propiedades notables que demuestran los polimeros, el refuerzo de tales
propiedades mediante la adicion de un antibidtico podria considerarse como un enfoque

Interesante para tratar infecciones bacterias.

Hoy en dia, la resistencia a los antibioticos se considera una respuesta especifica de
las bacterias a una lesién causada por los antibiéticos, lo que significa que no se puede
evitar por completo incluso si creamos un nuevo agente antibiotico (47). EI aumento
de las tasas de resistencia a los antibidticos, las alergias a los medicamentos y la escasez
de antibidticos complican ain mas la eleccion de los agentes antibacterianos (48). Los
problemas a los que se enfrentaban los agentes antimicrobianos tradicionales incluyen
resistencia a los medicamentos, sobredosis y citotoxicidad. La rapida aparicién de
resistencia a los antibiéticos en microbios patdgenos se esta convirtiendo en un
problema de salud publica mundial inminente (49). Estos problemas requieren con
urgencia un sistema de administracion de liberacion de farmacos eficiente y seguro,
que pueda retrasar la liberacion de agentes antimicrobianos toxicos y reducir el riesgo

de resistencia bacteriana a los medicamentos.

La administracién convencional de medicamentos a menudo requiere altas dosis 0
una administracion repetida para estimular un efecto terapéutico, que puede disminuir
la eficacia general y el cumplimiento del paciente, y provocar efectos secundarios
graves e incluso toxicidad (50) (51). Uno de los métodos para reducir o prevenir

infecciones es el desarrollo de sistemas antibioticos-polimeros (52).

34



Se necesita un nuevo sistema de administracion de medicamentos con capacidad de
absorcion y rendimiento de liberacion retardada. Los hidrogeles son un tipo
particularmente atractivo de sistema de administracion de farmacos, estdn compuestos
por una gran cantidad de agua y una red de polimeros reticulados. El alto contenido de
agua (tipicamente 70-99%) proporciona una similitud fisica con los tejidos, y puede
dar a los hidrogeles una excelente biocompatibilidad y la capacidad de encapsular

facilmente medicamentos hidrofilicos.

El uso de PVA como polimero sintético, ademas de la generacién de un agente
entrecruzante estable como el acido succinico, proporciona una matriz polimérica que
proporciona las condiciones de liberacion de farmacos de forma controlada en el
tiempo, de tal manera que su uso para fines terapéuticos podria favorecer a la
disminucion de la resistencia bacteriana y promover un enfoque terapéutico mas
conveniente, disminuyendo la carga antibiotica la cual puede alcanzar niveles maximos
y producir efectos adversos en los pacientes. La utilizacion de HPAS20 junto a AMP
podria ayudar a focalizar las terapias y disminuir el contacto directo de la droga junto
al agente microbiano, de tal manera que los mecanismos adaptativos de resistencia a
los antimicrobianos se verian afectadas en el tiempo. El agente antibacteriano se puede
usar a una dosis mas baja que cuando se administra de forma sistémica, superando asi
el problema de la resistencia y disminuyendo en cierta medida otros efectos secundarios
indeseables (53). Por lo tanto, se ha propuesto que la difusidén continua y controlada
tiene una ventaja clinica contra la resistencia a los antibidticos en comparacion a las

dosis intermitentes de antimicrobianos dependientes del tiempo (54) (55).
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VIII. CONCLUSION

Con el método de entrecruzamiento quimico fue posible sintetizar un hidrogel
basado en PVA utilizando &cido succinico como agente entrecruzante. El hidrogel

sintetizado fue caracterizado por SEM, FTIR, y grado de hinchamiento.

La capacidad de hinchazon del HPAS20 fue evaluada. El hidrogel es capaz de
hincharse hasta un 620% de su tamafio, debido a la naturaleza de su composicion, por
lo que es capaz de incorporar grandes cantidades de fluidos o drogas, lo que permitiria
una actividad terapéutica prolongada a lo largo del tiempo. La dependencia del pH en
el proceso de hinchazon dejo en evidencia la naturaleza fuertemente hidrofilica del
acido succinico como entrecruzante, lo que puede influir en el proceso de incorporacion

de drogas.

Las imagenes de microscopia electrénica evidenciaron la morfologia del HPAS20.
En este contexto, fue posible observar la porosidad del hidrogel, que es la caracteristica

clave para los procesos de encapsulacion y liberacion de agentes terapéuticos.

El proceso de liberacion controlada dio como resultado un fendmeno de prolongado
en el tiempo, la cual podria favorecer en la realizacion de terapias antibioticas mas

eficaces y con menos grado de exposicion a la resistencia bacteriana.
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Tomando en cuenta las propiedades mecanicas controlables y sensibles a estimulos
externos como pH de la formulacion desarrollada, es posible su utilizacion en sistemas
de liberacion controlada, que contribuyan a mejorar la biodisponibilidad a una
concentracion estable dentro de un rango terapéutico del farmaco con el objetivo de

disminuir posibles efectos adversos comparado con los tratamientos convencionales.
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