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. RESUMEN

Los hidrogeles corresponden a redes formadas por polimeros tridimensionales y agentes
entrecruzartes, capaces de absorber grandes cantidades de sustancias tales como agua y otros

fluidos, no presentan degradacion frente a dichas sustancias.

En la actualidad el uso de hidrogeles en la medicina se debe a que son sistemas de liberacion
sostenida de diversos farmacos y drogas, destacando su caracter biodegradable e inocuos para el
organismo. Los hidrogeles se pueden sintetizar de tal manera de que adquieran propiedades
diversas propiedades tanto fisicas como quimicas. En el caso de los sistemas de liberacion
sostenida, pueden sintetizarse de tal forma que almacenen una sustancia a eleccion, la cual
mediante diversos estimulos y/o condiciones como por ejemplo pH, temperatura, entre otros,

estos son capaces de sistemas con propiedades slow release.

En el presente trabajo se desarrollaron hidrogeles basados en poli (vinil alcohol) (PVA) y tres
acidos organicos a eleccion glutarico, succinico y adipico como agentes entrecruzantes, que
otorgan estabilidad y maleabilidad a los polimeros. A estas formulaciones se les encapsulo
linezolid, antibidtico usado en tratamientos de infecciones principalmente en aquellas causadas
por bacterias del género Enterococcus A dichos hidrogeles se les evalud la capacidad de
hinchazén que presentaron, liberacion del farmaco mediante la técnica de difusion en agar
Miiller-Hinton suplementado con sangre y también la accion antibacteriana que presento frente

a Enterococus faecium ATCC® 19434, en las distintas formulaciones.

Las formulaciones basadas en PVA junto a los distintos acidos mencionados fueron llevadas
a cabo con éxito, donde se evalud la compatibilidad entre los hidrogeles y el antibiotico, también
las propiedades de encapsulamiento y liberacion sostenida a lo largo del tiempo, por lo que estas
formulaciones podrian ser consideradas a futuro como terapias en base a sistemas con

propiedades slow release de farmacos para combatir infecciones bacteriano.



II. INTRODUCCION

En la actualidad los tratamientos para combatir infecciones bacterianas requieren de
diferentes clases de farmacos que se administran principalmente por via oral o intravenosa.
Esta administracion presenta diversos inconvenientes relacionados con el poco control de
los niveles necesarios del medicamento en principalmente a nivel sistémico, lo que hace en
cierta medida ineficiente el tratamiento dado que las concentraciones del farmaco oscilan
por bajo de la concentracidbn minima requerida del farmaco para realizar su efecto,

requiriendo frecuentemente de nuevas dosis.

El estudio de la liberacion sostenida de sustancias con fines terapéuticos en los pacientes
se presenta como una alternativa de solucion a la anterior situacion y por tanto el desarrollo
de estos metodos ha sido de gran interés en la medicina para el desarrollo de nuevos
materiales, lo que ha su vez ha permitido conocer en profundidad gran mayor parte de los
factores que influyen en estos sistemas de administracion de drogas de una manera

controlada y de esta manera hacer los tratamientos mas efectivos y comodos para el paciente.

Desde el punto de vista de los materiales, se han desarrollado diversas variedades como
por ejemplo nanoparticulas, micelas, dendrimeros, polimeros conjugados e hidrogeles. Estos
ultimos han mostrado muy buenas propiedades para ser cargados con medicamentos, por ser
biocompatibles y presentar propiedades de hinchamiento en medio acuoso entre otras
caracteristicas de interés como la nula toxicidad que presentan, la gran cantidad de
compatibilidad con sustancias que se quieren administrar, ademas como la posibilidad de
adaptar dichas condiciones para funcionar en diversos ambientes como el pH estomacal, por
via endovenosa. Esto genera una opcién para ser usados en la liberacion sostenida de

medicamentos.



Al administrar la droga mediante un hidrogel, se logra una liberacion sostenida,
manteniendo una dosis terapéutica constante, esto es una ventaja por sobre los sistemas
convencionales en donde como se menciono necesitan de distintas dosis a través del tiempo
para generar su accién y en muchas de estas ocasiones pueden generar efectos adversos e

incluso téxicos para el paciente.

El farmaco linezolid corresponde a un antibiotico sintético, pertenece al grupo de las 2-
oxazolidonas, = comUnmente es  utilizado para el tratamiento  de
infecciones bacterianas complicadas causadas por Grampositivos. Este farmaco se encuentra
aprobado desde el afio 2001 por la administracion de alimentos y medicamentos FDA (Food
and Drug Administration en inglés) indicado para tratar infecciones de la piel y tejidos
blandos, neumonia nosocomial o adquirida en la comunidad e infecciones por Enterococcus
faecium resistente a vancomicina principalmente de tipo intrahospitalario. Por esta razon es
posible lograr la liberacion controlada de este farmaco a través del tiempo mediante la
utilizacion de una formulacion basada en hidrogel con caracteristicas especificas logrando
una alternativa a los tratamientos convencionales frente a infecciones de esta indole como
también una reduccién en el desarrollo de resistencias frente al farmaco dado el tipo de

liberacion antes descrito.


https://es.wikipedia.org/wiki/2-oxazolidona
https://es.wikipedia.org/wiki/2-oxazolidona
https://es.wikipedia.org/wiki/2-oxazolidona
https://es.wikipedia.org/wiki/2-oxazolidona
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Neumon%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Neumon%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n_nosocomial
https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n_nosocomial
https://es.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecium
https://es.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecium
https://es.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecium
https://es.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecium
https://es.wikipedia.org/wiki/Vancomicina
https://es.wikipedia.org/wiki/Vancomicina

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Hidrogeles

Los hidrogeles son sistemas tridimensionales poliméricos formados con monémeros de
origen natural o sintético capaces de retener una gran cantidad de agua (1). En condiciones
fisioldgicas, son capaces de retener una gran cantidad de agua u otros fluidos bioldgicos y
se caracterizan por presentar una elasticidad muy similar a los tejidos humanos (2), lo cual

permite que estas sustancias sean ideales para multiples aplicaciones en el area médica (3).

Pueden ser sintetizados a partir de una gran variedad de polimeros generalmente
hidrosolubles con las que se generar diversas formulaciones fisico y quimicas con

propiedades especificas (4).

En relacion a los tipos de hidrogeles se pueden clasificar segun dos grandes grupos en
funcion de las uniones presentadas en la red polimérica que los conforman siendo estos
fisicos o quimicos. También es posible categorizar estos biomateriales segun los polimeros

usados para su conformacion los cuales pueden ser de origen natural y aquellos sintéticos.

Como ha sido mencionado existen polimeros naturales, como por ejemplo el colageno,
albumina o quitosano. Polimeros sintéticos, entre los que se distinguen: o Polimeros
biodegradables, como los acidos poliléactico y poliglicélico. o polimeros no biodegradables,

como los acidos poliacrilicos y polivinil alcohol (PVA).
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3.2 Sintesis y preparacion de hidrogeles

Como fue mencionado es posible clasificar a estos biomateriales en dos tipos, hidrogeles
de caracter fisico y aquellos de caracter quimico. La diferencia entre ambos grupos radica
en el método de gelificacion que estos tengan y con esto el tipo de estabilidad dependiendo

de las interacciones que formen (5).

Los hidrogeles fisicos, presentan una red tridimensional formada por uniones
consideradas como no completamente estables a ciertos cambios fisicos (pH, temperatura,
etc.), por que presentan generalmente uniones que son del tipo van der Waals y puentes de
hidrogeno, estos tipos de interacciones son mucho més débiles que las del covalentes, es por
esto que se les conoce como biomateriales reversibles (6).

Por otra parte, los hidrogeles quimicos, son aquellos en los que la red formada es a través
de enlaces covalentes. Este tipo de enlace a diferencia de formados en los de origen fisico,
son muy fuertes y su ruptura lleva a la degradacion del hidrogel (7). Es por esto que los
hidrogeles quimicos no son reversibles puesto que una vez rotos no es posible que se vuelvan
a formar, este tipo de uniones dan lugar a un proceso conocido como gelacion fuerte o

permanente (8).

Segun la composicion que presenten los hidrogeles se pueden clasificar en:

homopolimeros, copolimeros y semi-interpenetrados (semi-IPN).

3.3 Hidrogeles homopoliméricos

Los homopolimeros por definicidn corresponden a estructuras entrecruzadas formadas a
partir de una sola especie de monémero (9), estos son principalmente empleados para el

desarrollo de sistemas de almacenaje y liberacion de sustancias como drogas. 1



Dentro de los polimeros mas usados para la fabricacion de hidrogeles se destaca el
polivinil alcohol (PVA), formado principalmente de polimeros de caracter hidrofilico (10).
En la actualizad se ha empleado en la biomedicina para el desarrollo de sistemas inteligentes
para la liberacion de diversos farmacos, esto fundamentalmente debido a su carécter

biodegradable y biocompatible con el organismo (11).

3.4 Hidrogeles copoliméricos

Estos polimeros han sido de utilizados para la liberacion de diversas sustancias,
incorporandolas de tal manera que cumplen un rol de almacenaje como también de
transporte. Para llevar a cabo la incorporacion de la molécula es necesario considerar ciertos
factores como el tamarfio de la molécula o sustancia y su vez la cantidad que se espera liberar.
Estos sistemas se basan en una liberacion controlada, la cual estd determinada por el tamafio
de poros encontrados en el hidrogel como también la interaccion fisico y quimicas entre el
biomaterial con la sustancia a liberar, dado principalmente por enlaces covalentes, uniones

electroestaticas e incluso asociaciones hidréfobas (12).

3.5 Hidrogeles semi-interpenetrados (semi-1PN)

Las redes poliméricas interpenetradas o IPNs por sus siglas en inglés (interpenetrating
Polymer Networks) se definen como la combinacion de dos redes poliméricas coexistentes
qguimicamente diferentes, de las cuales al menos una de ella es sintetizada y/o entrecruzada
en presencia de otra sin ningun tipo de enlace covalente. Las IPNs se originan cuando dos
polimeros que son incompatibles son capaces de unirse en condiciones en las que si son
compatibles de manera que un polimero queda atrapado en la red de otro polimero (13). La
combinacién quimica y fisica de dos o méas polimeros con estructuras diferentes proveen una
alternativa conveniente para la modificacion de propiedades acorde de las necesidades (14).

La formacion de IPNs permite un método conveniente para mezclar como me menciono
12



dos polimeros quimicamente incompatibles. Si al menos uno de los monémeros de la red
interpenetrada es de caracter hidrofilico, ésta puede formar un hidrogel basado en polimeros
capaces de absorber agua, la que ademas se caracterice por tener una red sensible a diversos
estimulos, es reversible y puede o no hincharse en respuesta a condiciones externas como
temperatura,pH,disolventes,luz,entre otros, por esto los hidrogeles semi-interpenetrados se

han utilizado especialmente en la biomedicina y en la industria farmacéutica (15).

Para que llevar a cabo el proceso anteriormente descrito, se emplean una gran variedad
agentes entrecuzantes entre los que se pueden mencionar &cidos tales como:
adipico,succinico, aspartico, glutarico, entre otros, los cuales son compuestos
multifuncionales en los que se destaca caracteristicas como por ejemplo: poseer minimo dos
dobles enlaces polimerizables; al menos un doble enlace polimerizable y un grupo funcional
reactivo con el mondmero; al menos dos grupos funcionales reactivos con el monémero y

metales polivalentes capaces de formar entrecruzamientos idnicos (16).

3.6 Propiedades de los hidrogeles

En la actualidad los hidrogeles son utilizados en multiples disciplinas gracias a las
diversas caracteristicas bien conocidas (17), como ser hidrofilos dado a la presencia de
grupos funcionales hidrofilicos los como son: -OH, - COOH-, CONH-, entre otros, ademas
de ser blandos, elasticos e insolubles en agua teniendo la capacidad de hincharse en presencia

de ella, aumentando notablemente su volumen (18).

En la biomedicina dichos materiales son utilizados como vectores de una amplia variedad
de drogas con fines terapéuticos, frente a esto es necesario que, para interactuar con los
sistemas bioldgicos, tienen que cumplir una serie de propiedades fundamentales como
biocompatibilidad, biodegradacion, no presentar toxicidad y ser estables quimicamente,
entre otras (19). Por esta razon se deben evaluar de forma individual y grupal dichas

propiedades para ser aplicados de forma segura en el ambito médico.
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Figura 1: Relacion entre las propiedades de los hidrogeles y lo pardmetros estructurales que

la condicion (19).

3.7 Propiedades de hinchazén

La capacidad expansién o hinchazén corresponde, a una caracteristica fundamental para
la funcionalidad de los hidrogeles, esta se basa en la capacidad de absorcion de agua,
determinada por el estado de equilibrio de expansion o hinchazdn que presentara el hidrogel,
esto se explica por el balance que ocurre entre las fuerzas osméticas en relacion con el agua
que entra en la estructura, y las fuerzas que ejercen a su vez las cadenas poliméricas en

oposicién a esa hinchazon (20).

El proceso de sintesis del hidrogel finalmente 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 determinard la cantidad de agua que el hidrogel pueda

absorber (21). Esta flexibilidad a su vez se ha mostrado que es funcidn de: el peso molecular,
14



el grado de pureza del polimero y de su concentracion en solucion acuosa, ademas de factores

propios del método fisico o quimico de sintesis (22).

Cambios en la presion osmatica (dada por la diferencia de concentraciones ionicas entre
el interior y el exterior del hidrogel) o cambios en el pH conllevan a un aumento de volumen,
dado que variaciones en éste influyen en el estado de ionizacion de grupos funcionales en la

estructura del hidrogel (21), contribuyendo asi a la hinchazoén del hidrogel.

La hinchazon sucede de forma cinética, cuando el hidrogel, en su estado inicial, se pone
en contacto con un fluido termodindmicamente compatible. Las moléculas de solvente
penetran en la red polimérica, generando una separacion de fases dentro del hidrogel y una
expansion de las redes, haciendo que entren mas moléculas de solvente (22). Esta expansion
del hidrogel se puede medir segin cémo varia el peso del hidrogel a medida que se va
hinchando, es decir, el grado de hinchazon (swelling degree o equilibrium swelling ratio en

inglés), mediante la siguiente formula:

M, — M,
Zh 100

%ESR Vi
Mz

Donde %ESR es el grado de hinchazén, y Mh y Mx1 corresponden al peso del hidrogel en

estado hinchado y seco, respectivamente (22).

3.8 Propiedades mecénicas

Las propiedades mecénicas son fundamentales en la biomedicina, por tanto, evaluar estas
caracteristicas es crucial para diversas aplicaciones de este tipo como reparacion de tejidos
en los que se puede mencionar: tendones, ligamentos, cicatrizacion de heridas superficiales

y profundas, etc (23).

15



La evaluacion de estas propiedades tiene como objetivo de mantener la estructura fisica
durante el proceso de liberacion de farmacos dentro de un determinado periodo de tiempo
(24).

Los hidrogeles basados en formulaciones a partir de monémeros naturales no presentan
estabilidad definida, ya que se ha evidenciado que pueden gatillar una respuesta
inmunogénica (25) y por tanto efectos secundarios. Por el contrario, los hidrogeles basados
en polimeros sintéticos tienen una estructura bien definida y permiten la manipulacion de su

cinética de degradacion y liberacion de drogas (26).

Se ha demostrado la relacion entre el grado de entrecruzamiento del hidrogel y las

propiedades mecanicas que este presentara. Es decir, el entrecruzamiento esta dado por:

o Elasticidad, la cual se define como la capacidad del material para estirarse y luego
volver a su forma original (27). A medida que los enlaces quimicos del hidrogel aumentan,
su estructura se torna mas rigida, perdiendo su capacidad de estiramiento, en consecuencia,
el hidrogel se vuelve menos viscoso, menos eléstico, por tanto, presentara una estructura mas
fréagil (28).

o Disminucion de la viscosidad, es decir, la resistencia al flujo. Un aumento de los
enlaces que unen a las cadenas poliméricas del hidrogel hace que estos pierdan su movilidad

una sobre otra. (29).

o Insolubilidad del polimero, debido a que las cadenas poliméricas se encuentran unidas
por enlaces covalentes. Asi, los materiales entrelazados, como los hidrogeles, no se

disuelven regularmente en solventes, pero pueden absorberlos (30).
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3.9 Propiedades de compatibilidad

Cualquier material implantado en el organismo no debe provocar reacciones adversas que
impidan obtener el efecto deseado (31); es decir, el material debe ser biocompatible (32).
Por tanto, para evaluar un biomaterial compatible, es necesario tener en cuenta una serie de
factores (33):

o Las unidades basicas deben ser tratables para modificar el disefio y asi lograr

necesidades especificas.

o Exhibir un grado controlado de degradacion del material.

o No ser toxico.

o Poseer propiedades que promuevan las interacciones célula-sustrato.

o Producir la minima o nula respuesta inmune e inflamatoria.

o Facil y reproducible la produccion, la purificacién y el procesamiento del material.
o Compatible quimicamente con soluciones acuosas y condiciones fisioldgicas.

o Facilitar el crecimiento del tejido.

o Permanecer estable en la localizacién implantada durante un periodo de tiempo largo
como para permitir la reparacion del tejido. Esto implica minima repuesta inflamatoria y

degradacién relativamente lenta.

Se ha demostrado que los hidrogeles poseen un gran potencial como biomateriales,
debido a su buena biocompatibilidad, cumpliendo con todas las caracteristicas anteriormente
descritas, permitiendo finalmente un importante grado de asemejan a los tejidos vivos por

sobre otros biomateriales sintéticos.
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3.9.1 Hidrogeles como sistemas de liberacion controlada de drogas

La principal ventaja que entrega el uso de este tipo de sistemas frente a las formas
de dosificacion tradicionales consiste en la posibilidad de prolongar el efecto del farmaco
sin aumentar la dosis. En una dosificacion tradicional, tras la administracion de una dosis de
un determinado farmaco, la concentracion sanguinea alcanza un méaximo a partir del cual
ésta disminuye hasta que el firmaco es eliminado completamente (34). Asi, la Unica via para
prolongar el efecto del farmaco seria aumentar la dosis, o su frecuencia, con el riesgo de
alcanzar concentraciones toxicas. En cambio, los sistemas de liberacion controlada permiten
mantener niveles plasmaticos efectivos durante largos periodos de tiempo sin alcanzar
niveles toxicos (figura 2). Los hidrogeles han sido ampliamente estudiados y ensayados para
este fin en las Gltimas décadas, con el resultado de que la dosificacion controlada supone
actualmente uno de los campos de aplicacion de los polimeros de mayor relevancia desde el

punto de vista médico-farmacéutico (35).

Pussibilidad efectos

Liberacion controlada secundaiion

[ntervalo terapéubcn

\T

Bébil o nula respucsta
farmacologica

| FAarmaco en sangre ]

tiempo

Figura 2. Tomado de Gallardo, A.2004 (36). Nivel de concentracion en sangre en el tiempo

a partir de una forma tradicional en relacién a una liberacion sostenida.

18



Segun Gallardo. en la figura 2: el nivel de concentracidn de farmaco alcanzado por
los tratamientos tradicionales. Este nivel alcanza valores altos inicialmente, para luego
descender réapidamente acercdndose a valores ineficaces. Para los tratamientos
convencionales, los niveles variables del farmaco se intentan mejorar por la administracién
de dosis sucesivas para mantenerse mas o menos cerca del nivel 6ptimo de eficacia. Sin
embargo, un sistema que mantenga adecuadamente la liberacion de medicamentos no
requiere de dosis repetidas y puede mantenerse mas acotado en los niveles efectivos del

tratamiento.

4 Linezolid como antimicrobiano

Linezolid es un agente antibacteriano sintético y ademas el primer representante del grupo
de antimicrobianos denominado oxazolinidonas (37). Es un antibidtico de amplio espectro
que posee actividad frente a bacterias aerdbicas Grampositivos y microorganismos
anaerobios (38). Presenta actividad bacteriostatica contra enterococos y estafilococos,
ademas ha presentado accion bactericida contra la mayoria de las cepas de estreptococos

como por ejemplo Estreptococcus pneumonia.

Este antimicrobiano recibié la aprobacion de la Food and Drug Administration (FDA)
para su uso en diversas patologias infecciosas (neumonia nosocomial y comunitaria,
infecciones de piel y tejidos blandos, entre otras), las cuales son causadas por diversos

microorganismos entre ellos el SAMR (39).

4.1 Mecanismo de accién de linezolid

Linezolid inhibe la sintesis proteica blogueando el inicio de la traduccion. Actua

uniéndose a la subunidad 50s, alterando la union del tRNA y evita la formacion del complejo
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de iniciacion 70s (40). Otros antibioticos ejercen su accion bloqueando la sintesis de
proteinas y algunos como cloranfenicol, estreptograminas, macrélidos y lincomicina
también lo hacen uniéndose a la subunidad 50s, pero linezolid actua en una fase méas precoz
de la sintesis de proteinas bacterianas por lo que se ha denominado como un mecanismo
unico (41).
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Figura 3 tomado de Clemett, D., y Markham, A. 2000. (42).

Clemett, D. y Markham, A. establecen en la figura 3: Representacion esquematica del
mecanismo de accion propuesto de linezolid. Las oxazolidinonas parecen prevenir un paso
temprano en sintesis de proteinas bacterianas mediante la prevencién de la formacion del
complejo de iniciacion tRNAfMet-mRNA-70S o -30S. Los datos colectivos sugieren que la
interaccion ribosomal de las oxazolidinonas se reparte entre las 2 subunidades. La union de
oxazolidinona a la subunidad 50S distorsiona la unién sitio para tRNAfMet, que inhibe la

formacion del complejo de iniciacion ternaria y, por lo tanto, evitar el inicio de la traduccion.

30S = 30S subunidad ribosomal;50S = 50S subunidad ribosomal; 70S = 70S complejo
ribosomal; ARNm = ARN mensajero; tRNAfMet = ARN de transferencia del complejo N-

formilmetionina.(40). 20



4.2 Uso terapéutico

El farmaco linezolid esta indicado para el tratamiento de infecciones producidas por cepas
susceptibles, es decir Unicamente frente a bacterias Grampositivos por lo que no esta

indicado en el tratamiento de infecciones por Gramnegativos.

Las infecciones en las que se puede utilizar el linezolid son la neumonia nosocomial
producida por Staphylococcus aureus (meticilina-susceptibles y resistentes) o por
Streptococcus pneumoniae, la neumonia adquirida en la comunidad producida por
Streptococcus pneumoniae (43),incluyendo bacteremia por Staphylococcus aureus,
infecciones complicadas de la piel tales como infecciones del pie diabético, causadas por
Streptococcus pyogenes, e infecciones complicadas producidas por Enterococccus faecalis
y E. faecium siendo estas Ultimas las especies de mayor relevancia clinica (44) ya que se ha
demostrado que presentan resistencias intrinsecas y/o adquiridas a diversos antibioticos

clinicamente importantes (45).
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5 Género Enterococcus

Los Enterococcus corresponden a un genero de bacterias pertenecientes a la division
Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillales, familia Enterococcaceae. Los miembros de
este género fueron clasificados como grupo D Streptococcus porque presentaban en la pared
celular un antigeno del grupo D que era un &cido teicoico con glicerol, esto fue hasta 1984
cuando los analisis de ADN gendmicos indicaron que era mas apropiado un grupo aparte
(46).

Los Enterococcus spp. son cocaceas Gram positivos, las cuales pueden estar agrupadas
en pares o cadenas cortas, son anaerobios facultativos, catalasa negativos, e hidrolizan el
pirrolidonil-beta-naftilamida, es decir PYR positivo, la mayoria de los Enterococcus spp.
logran crecer en NaCl al 6,5%, ademas hidrolizan la esculina en presencia de sales biliares
al 40% y ademas poseen el antigeno D de Lancefield (47). En algunos casos forman parte
del microbiota intestinal del hombre y de animales, ademéas son capaces de sobrevivir en

medios pocos enriquecidos como lo son el agua, suelo y alimentos (48).

Estos pueden sobrevivir en ambientes hospitalarios, por lo que han aumentado los casos
de infecciones nosocomiales surgiendo como un problema de la Salud Publica actual (49),
ademas de que estos poseen resistencia intrinseca a variados antimicrobianos, ya que son

capaces de adquirir mecanismos de resistencia a otras familias de antimicrobianos (50).

En los Servicios de Salud, como por ejemplo Hospitales, Clinicas, entre otras
instituciones pueden sobrevivir por 24 horas en las manos de los portadores, fuentes y
superficies inanimadas (51).
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5.1 Infecciones asociadas a Enterococcus spp.

Los Enterococcus spp encontrados con mayor frecuencia en la clinica corresponden a
Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium, siendo el primero mas asilado de muestras
bioldgicas. En relacién al tratamiento frente a estos agentes existe una resistencia que varia
entre ambas especies, puesto que E. faecium presenta una mayor resistencia antimicrobiana

en relacion a E. faecalis (52).

Dentro de los cuadros clinicos generados por Enterococcus se han reportado infecciones
enddgenas lo que quiere decir, que son infecciones provocadas por microorganismos que
forman parte del microbiota y que, frente a un proceso de inmunosupresion por parte del
hospedador, han logrado generar un cuadro infeccioso debido al contagio desde superficies

y/o utensilios contaminados, como de pacientes colonizados con estos microorganismos.

La infeccion enterococica més frecuente es la infeccion urinaria, pero también se pueden
mencionar endocarditis infecciosas, bacteriemias, ademas de que se puede aislar en
infecciones de heridas operatorias pélvicas y abdominales (53), principalmente de casos de
pacientes trasplantados, aunque un papel patégeno de los Enterococcus spp. no esta clara,
ya que son infecciones mixtas, ademas de causar infecciones intrahospitalarias asociadas a
procedimientos quirdrgicos como la instalacion de catéteres vasculares, urinarios, neuro

quirdrgicos, entre otros (54).

Los principales factores de riesgo para inducir la colonizacién de Enterococcus spp.
resistentes, son el uso de multiples antimicrobianos de amplio espectro, ademas del uso de
vancomicina, cefalosporinas de segunda o tercera generacion, metronidazol y clindamicina,

entre otros.
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5.2 Evolucion de la resistencia de Enterococcus spp

La resistencia a los antibioticos ha evolucionado a través de los afios desde el afio 1970
en donde se identifico la resistencia de alto grado a los aminoglicésidos, luego de
transcurridos doce afios, es decir, en el afio 1982, se encontré que estos microorganismos
tenian resistencia a la ampicilina, al afio siguiente se identificé la produccién de beta-
lactamasa. En el afio 1987 se reporta el primer brote de infeccion por Enterococcus spp.
productores de beta-lactamasa, y durante los afios 1986 hasta el afio 1988 se reportd la
resistencia a los glicopéptidos (55). en el afio 1989 se informd una resistencia elevada a la
penicilinayampicilina. En el afio 1999 en Chile se reporto el primer caso de un Enterococcus
faecium, resistente a vancomicina, obtenida a partir de una mujer de 63 afios que padecia

con el sindrome de Guillain-Barré.

En Chile existe la norma técnica N°175 sobre vigilancia nacional de resistencia a
antimicrobianos en agentes que pueden producir infecciones asociadas al servicio de salud
(IAAS). Exento N° 329, el cual indica que ciertas combinaciones de microorganismos y
antimicrobianos cuya sensibilidad siempre debe ser informada, como lo es el caso de

E.faecium y E. faecalis, para ampicilina, vancomicina, teicoplanina y linezolid (56).
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

++ Desarrollar formulacion de un hidrogel con propiedades de slow release de
linezolid frente a Enterococcus faecium.

4.2 Objetivos Especificos

o Sintetizar y caracterizar formulaciones del hidrogel basado en poli (vinil
alcohol) y moléculas entrecruzante especificas.

o Evaluar la capacidad de slow release de linezolid a partir de las formulaciones
preparadas.
. Evaluar la actividad antibacteriana frente a Enterococcus faecium de las

formulaciones preparadas.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.3 Sintesis de hidrogeles

La sintesis de los hidrogeles se realizé a través de una reaccién de esterificacion, el cual
es un proceso que se basa en la formacion de un éster, siendo este un compuesto derivado
de la reaccion quimica entre un acido carboxilico y un alcohol. En este caso se utilizo
polivinilalcohol (PVA) en conjunto con los tres &cidos organicos anteriormente descritos
(GLU, SUC y ADI), y HCI como catalizador de la reaccion.

La reaccion se preparo en balones de 50 mL donde se agrego 1g de polivinilalcohol
(PVA) junto los tres acidos usados como crosslinkers, todos a una concentracion 20% p/p,
esto se realiz6 en 12 mL de agua destilada y adicionalmente se agregaron 80 pL de HCl a

cada formulacion dejandose en reflujo con agitacion constante por 3 horas.

Posteriormente la reaccion se sometio a 70 °C durante 5 horas hasta obtener una
reticulacion completa requerida, se homogenizo6 cada preparacion y luego se dispensaron las
distintas formulaciones en placas en conjunto al antibiotico linezolid de tal manera que se
obtuvieron 3 formulaciones distintas de hidrogeles que en su interior contenian el farmaco

en estudio.
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54 Estudio de hinchazon

Los hidrogeles secos (0,4 — 0,5 mm de grosor, 30 mg aprox. de peso) fueron depositados
en frascos con solucion tampon acetato (pH 3), tampdn fosfato salino (pH 7,4) a temperatura
ambiente. La medicion del indice de hinchazdn se hizo sacando cada espécimen de su
respectiva solucién, secandolo con papel filtro para remover el exceso de liquido y pesandolo
en una balanza analitica, a intervalos de tiempo determinados. Tras dicho pesaje, el hidrogel

se devuelve al frasco con su respectiva solucién, para luego repetir el proceso.

La medicion del indice de hinchazon se realizo aplicando la formula descrita por Shalviri et
al. (2010) (22)

M; — M
%ESR %xlﬂﬂ

W=

5.5 Estudio de infrarrojos de transformada de Fourier (FT-IR)

Se determinaron los espectros infrarrojos de los hidrogeles de polivinilalcohol con acido
maleico en diferentes concentraciones al 10, 20 y 30% mediante espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier utilizando un espectrometro Nicolet Nexus 470 dentro de los
intervalos espectrales de 4000-400 cm™. Donde todos los espectros se obtuvieron en pellets

de KBr a partir de un promedio de 32 exploraciones con una resolucion de 4 cm™,
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5.6 Analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM)

El anélisis microscépico electrénico de barrido fue realizado en el Departamento de
Biologia, Facultad de Quimica y Biologia de la Universidad de Concepcion, en el cual las
muestras de hidrogel fueron cortadas y cargadas en un trozo de cobre, siendo tefiidas con
acido fosfotungstico al 0,7% p/v, se lavd y sec6 a temperatura ambiente. Las muestras fueron
examinadas en un microscopio electrénico de bajo voltaje (5kV) LVEMS5 (Delong

Instruments, s.r.o., Brno, Republica Checa).

5.7 Cinética de liberacion de linezolid

Una vez obtenidas las diversas formulaciones de hidrogeles, se procedidé a depositar
cada ejemplar en frascos de vidrio en 10 ml agua ultra pura (Milli-Q®) y ademas se preparo
un control de la misma manera que contenia igual cantidad de linezolid que los hidrogeles,
a cada una de las preparaciones se les fue extrayendo 1 ml del sobrenadante de la solucion y
al mismo tiempo se iba completando con 1 ml de agua ultra pura (Milli-Q®), esto fue
realizado a distintos tiempos en intervalos de 1,3 ,6 , 24 y 48 horas respectivamente, durante
este periodo dichas preparaciones se encontraron en constante agitacién a 120 rpm a

temperatura ambiente.

5.6 Determinacién de la actividad antibacteriana de las formulaciones de HPAG20,
HPAS20 y HPAD20 con linezolid frente a Enterococcus faecium mediante difusion

en agar

Se realizaron las pruebas de susceptibilidad por medio de la técnica de difusion en
placa. Con ayuda de un espectrofotometro se midid la turbidez del inoculo bacteriano,
para esto se utilizd Enterococcus faecium ATCC® 19434 para preparar un estandar

correspondiente al 0,5 de McFarland a una longitud de onda de 625 nm.
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En una primera instancia se inocularon 50 pl de la cepa en una placa de agar Mueller-
Hinton suplementado con 5% de sangre con 8 cm de grosor, en donde para cada formulacion
preparada se usé una placa distinta. Cada placa fue sembrada en césped e inmediatamente
se realizaron pocillos en los cuales fueron dispensadas las alicuotas obtenidas en el ensayo
de liberacion antes mencionado, una vez realizado esto las placas fueron incubadas en una
estufa de cultivo a 37 °C durante 24 horas. Luego de la incubacion se observo la presencia

de los halos de inhibicion correspondientes.

5.7 Ensayo cuantitativo de actividad antimicrobiana de las formulaciones de HPAG20,
HPAS20 y HPAD20 mediante la liberacion de linezolid

Se realizo la deteccion de la actividad antibacteriana mediante fotometria utilizando caldo
BHI. Para la realizacién de este procedimiento se ocupd la cepa de Enterococcus faecium
ATCC® 19434, la cual fue llevada previamente a una suspension de 0,5 McFarland
equivalente a 1.0x 108 UFC mL* siendo esta la solucion madre. Posteriormente se dispenso
de dicha solucion 2 mL por tubo en donde a cada uno de estos, se les afiadio 150 pL de
linezolid correspondientes a las alicuotas tomadas en los distintos tiempos en el ensayo de
cinética de liberacion de linezolid anteriormente mencionado, siendo estos incubados
durante 24 horas a 37 °C. Luego de la incubacion se midié la absorbancia a cada una de las

preparaciones.

5.8 Medicion liberacién de linezolid por HPLC

Se colocaron 600 mg de las distintas formulaciones de hidrogel que contenia 120 mg de
linezolid, los cuales fueron inmersos en un vial con 5 ml de buffer pH 7,4 de donde se extrajo
todo el sobrenadante de la preparacion a la primera hora, luego a las 3 horas, 6 horas y
después una alicuota a las 24 ,48 y 72 horas siendo esta reemplazado por el mismo volumen
del buffer 7,4 fresco en cada extraccion.
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Posteriormente se cuantifico los sobrenadantes por HPLC en donde se calculo el % de
liberacion acumulado. El contenido de linezolid de las alicuotas se midio por cromatografia
liquida de alta presién (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
linezolid de 125 ppm. Se utilizd una columna a 30°C Kromasil 100-5-C18 de 4,6 x 250 mm
(AkzoNobel, Bohus, Suecia) y PBS pH 7,4 como fase movil de agua y acetonitrilo (80:20)

a un flujo de 1 mL/min a una longitud de 254 nm.

5.9 Analisis estadistico

Los experimentos de hinchazon y liberacion controlada se llevaron a cabo en tres réplicas
distintas (n = 3) para minimizar el error. Los resultados estan expresados como promedio (%)

y desviacion estandar.
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VI. RESULTADOS

6.1. Sintesis de hidrogeles

La sintesis de hidrogeles bajo el protocolo ejecutado permitié la generacion de polimeros
con caracteristicas deseables, debido a la estandarizacion de los procesos. Estos hidrogeles
sintetizados con polivinilalcohol (PVA) y diferentes agentes entrecruzante acido glutarico,
succinico y adipico. Los tres ejemplares mantuvieron una correcta polimerizacién
confirmada por estudios de hinchazdén y SEM logrando ademas una estructura adecuada a

temperatura ambiente para estudios posteriores.

6.2.Andlisis estudio de hinchazén

El experimento se llevo a cabo para examinar el grado de hinchamiento de los hidrogeles
HPAG20, HPAS20 y HPAD20 a distintos pH (3 y 7,4) a temperatura ambiente, ademas de

evaluar si en algin punto de la hinchazdn se producia la degradacion del hidrogel.

La Figura 5 muestra el porcentaje de hinchazdn de dicho hidrogel, el que se incrementa a lo
largo del tiempo. La cinética de medicion indica que la hinchazén primero es rapida y

después se torna mas lenta, alcanzando en todas las formulaciones un estado de equilibrio.
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Figura 4. indice de hinchazon de los diversos hidrogeles preparados A) HPAG20, B)
HPAS20 y C) HPAD20 a 2 distintos pH (3 y 7,4) en relacion al tiempo. Las barras indican

desviacion estandar.

El proceso de hinchazon, como se menciono anteriormente, es dependiente de multiples
factores, como la naturaleza del polimero, el tamafio del poro, la concentracion del
crooslinker, pH y temperatura. En este sentido, en el pH 7,4 se logr6 la mayor hinchazon
para todos los hidrogeles. En el caso de HPAS20 este, a las 10 horas alcanz6 400 + 4% de
su peso inicial, mientras que en pH 3 fue mucho menos su %ESR. Lo mismo ocurri6 en el
caso de HPAS20 y HPAD20, a las 10 horas lograron mayor porcentaje de hinchazén en pH
7,4. La formulacion de HPAS20 en logro el mayor %ESR puesto que alcanzo una hinchazon

de hasta 600 + 6 de su peso inicial.

6.3 Andlisis FT-IR

La Figura 5 muestra el espectro de FT-IR con algunas sefiales caracteristicas que
demuestran la formacion del hidrogel. Entre 3100 y 3700 cm™ existe una fuerte sefial de
vibracién que puede atribuirse al alcohol de la cadena de PVA y al grado de hidratacion del
hidrogel. A 2920 cm™, se observa una sefial caracteristica de los modos de estiramiento de
los grupos alquilo (R-CH.) 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 acidos carboxilicos

del acido succinico.
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Figura 5. Espectro tipico de espectroscopia infrarroja del hidrogel de polivinilalcohol

con agente entrecruzante acido succinico.

6.4 Analisis microscopia electronica de barrido (SEM)

Las imagenes de microscopia electrénica se utilizaron para analizar a mayor profundidad
la morfologia de los hidrogeles preparados, HPAG20, HPAS20 y HPD20. Se pueden
observar los poros, en donde se almacenaria el antibiotico linezolid. La figura 6 representa
las micrografias obtenidas a partir de muestras de los hidrogeles, exhibiendo la estructura
porosa definida y las fibras poliméricas atribuibles al proceso de entrecruzamiento. Para los
tres casos el tamafio del poro correspondié aproximadamente a 10 esto, se relacion a la
concentracion del entrecruzante. Se puede ver ademas la separacion entre las distintas redes,

cuya distencion es crucial para llevar a cabo la difusion y posterior liberacion de la droga.
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Figura 6. Imagenes de microscopia electronica de barrido, mostrando el entramado
polimérico de los tres tipos de hidrogeles liofilizado. Cada imagen con aumento 4300x. Barra

= 50um. (A) imagen correspondiente HPAG20 (B) HPAS20 (C) HPAD20 respectivamente.
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6.5 Determinacién de la actividad antibacteriana de las formulaciones de
HPAG20, HPAS20 y HPAD20 con linezolid frente a Enterococcus faecium

mediante difusion en agar.
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Figura 7. Halos inhibicion obtenidos a partir del ensayo de difusion en agar, donde A)
HPAG20, B) HPAS20, C) HPAD20 D) Control. T representa el tiempo para cada alicuota
afadida siendo TO: tiempo inicial, T1: pasado 1 hora, T2: 3 horas, T3: 6 horas, T4: 24
horas y T5: 48 horas. En el caso D) se utiliz los mismos intervalos de tiempo, pero

denotando C como el control en los tiempos mencionados.
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HIDROGEL HALOS HALOS HALOS HALOS Halos
1 hora 3 horas 6 horas 24 horas 48

horas

Control 30 mm 26 mm 20 mm 14 mm 9 mm

HPAG20 27 mm 26 mm 22 mm 20 mm 17 mm

HPAS20 25 mm 24 mm 21 mm 19 mm 18 mm

HPAD20 22 mm 21 mm 19 mm 17 mm 14 mm

Tabla 1: Halos de inhibicidn de hidrogeles a los diferentes tiempos trabajados.

6.6 Andlisis cuantitativo de actividad antimicrobiana de las formulaciones de
HPAG20, HPAS20 y HPAD20 mediante la liberacion de linezolid contra
Enterococcus faecium.

Con respecto al control, se puede observar la proliferacién bacteriana aumento al paso
de tiempo, esto dado principalmente a que la droga fue administrada en forma directa al
medio de donde se sacaron las alicuotas correspondientes, esto se puede corroborar ya que a
tiempo tempranos la carga bacteriana disminuye pero al transcurso de las horas se logra
apreciar el aumento notorio en el crecimiento bacteriano por perdida de efecto
antimicrobiano, no asi en las formulaciones preparas de hidrogeles que contenian linezolid,
en este caso es posible observar que en tiempo iniciales la carga bacteriana se encuentra alta
pero momento en que el hidrogel comienza a liberar el antibiotico esta disminuye para luego
mantenerse constante, es aqui donde se evidencid la liberacion sostenida de linezolid por

parte de los hidrogeles a través del tiempo.
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Liberacion de linezolid
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Figura 8. Representacion de la actividad antimicrobiana mediante la formulacion de
hidrogeles HPAG20, HPAS20 y HPADZ20, los cuales presentaron propiedades slow reléase

de linezolid a través del tiempo.

6.7  Analisis medicidn liberacion de linezolid por HPLC

La liberacion de linezolid desde HPAG20, HPAS20 y HPAD20 se midi6 de forma
acumulativa mediante HPLC. La Figura 10 muestra el perfil de liberacion de linezolid desde
dos hidrogeles de 600 mg, a lo largo de 72 horas. Para todos los modelos, dicha liberacion
en las primeras 6 horas evidencia un efecto rafaga, es decir, al inicio se genero6 una liberacién
de una gran cantidad del farmaco y luego mas lenta (liberacion sostenida). Este efecto se
puede evidenciar en todos los ejemplares, pero al cabo de cierto tiempo vuelven a liberar la

droga de una forma mas estable.
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Liberacion acumulada de linezolid
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Figura 9. Perfil de liberacion de linezolid desde las 3 formulaciones de hidrogeles de 600

mg con relacion al tiempo. Las barras indican desviacion estandar.
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VII. DISCUSION

Utilizando &cidos tales como glutérico, succinico y adipico como agentes entrecruzante
es posible desarrollar formulaciones de hidrogel capaz de absorber y almacenar una solucion
e incrementar su tamafio sin romperse, y al mismo tiempo libera un farmaco de forma
sostenida como fue el caso del antibidtico linezolid. EI empleo del polivinilalcohol en la
preparacién de hidrogeles se menciona por sus cualidades de biocompatibilidad, no
toxicidad, expansion y ademas presenta innumerables aplicaciones como biomaterial (57).
Ademas, debido a su excelente propiedad de formacion de matriz y caracter hidrofilico, el
PVA se ha utilizado como componente de andamios de diversos farmacos para su posterior

liberacion sostenida en el tiempo (58).

Es de suma importancia evaluar el comportamiento del grado de hinchamiento del hidrogel
en pH fisioldgico (7,4) y pH del estémago (3,0) pensando en la via de admiracion que tendra
este, siendo una alternativa compatible para tratar por ejemplo heridas cutaneas complejas.
Es por esto que se realizaron experimentos con el objetivo de evaluar la capacidad de
hinchamiento de los hidrogeles sintetizados con diferentes crooslinkers. La Figura 5 muestra
el porcentaje de hinchazon de los hidrogeles, el que se incrementa a lo largo del tiempo. La
cinética de medicion indica que la hinchazdn primero es répida y después se torna mas lenta,
alcanzando en todas las formulaciones un estado de equilibrio. A su vez el grado de
hinchamiento tiene una relacion directa con la naturaleza estructural del polimero y sus
propiedades, incluido el peso molecular promedio, la rigidez de la cadena del polimero, el
grado de reticulacién, el tamafio de la malla de la red y las condiciones externas, tales como
temperatura y pH (59). Todas las formulaciones fueron capaces de hincharse de manera
exitosa, en el caso del HPS20 fue capaz de hincharse hasta 600% su peso inicial, tal
fenomeno es atribuido a que el acido succinico contiene dos grupos carboxilos (-COOH) en
su cadena lateral, cuyas constantes de disociacién (pKa) corresponden a pKal=4,20 y
pKa2=5, 64 (60), por lo que a pH 7,4 la mayoria de ellos se encuentra desprotonado (COO-
). En los tres casos evaluados el grado de hinchamiento es mayor a pH 7.4 que 3.0 en estos
hidrogeles; por lo tanto, la ionizacion ocurre cuando el pH del entorno esta por encima del
pKa del grupo ionizable (a pH 7.4). A medida que aumenta el grado de ionizacion
aumentando el ndimero de cargas fijas, lo que provoca un aumento de la repulsion
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electrostatica entre las cadenas en las redes permitiendo una mayor hinchazén que a su vez

podria depender de la difusion la solucion acuosa en los poros del hidrogel (61).

En relacion al FT-IR, la figura 5 muestra el espectro de FT-IR con algunas sefiales
caracteristicas que demuestran la formacion del hidrogel. Entre 3100 y 3700 cm™. existe una
fuerte sefial de vibracion que puede atribuirse al alcohol de la cadena de PVA y al grado de
hidratacion del hidrogel. A 2920 cm™., se observa una sefial caracteristica de los modos de
estiramiento de los grupos alquilo (R-CHz) de la cadena de PVA. El entrecruzamiento entre
PVA vy acido 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 4cido succinico (62). La importancia de la sefial 1640 cm™. es comprobar la
formacion del hidrogel y sus estructuras determinantes para la formacion de la matriz porosa

a traves del proceso de entrecruzamiento.

Las imagenes correspondientes a la figura 6 muestran la reticulacién interna de las
formulaciones sintetizadas mencionadas. En ellas es posible apreciar la estructura porosa del
hidrogel, el cual corresponde a la zona de almacenamiento para linezolid. También se
observo en todos los casos la estructura rugosa de los ejemplares en donde el poro es un
determinante para determinar la capacidad de absorcidn, y a su vez puede ser modificada de

diferentes formas (63).

Las figuras 7 y 8 mostraron la actividad antimicrobiana a partir de la liberacion sostenida
y difusion en agar de linezolid mediante los hidrogeles, en la figura 7 es posible observar los
halos de inhibicién generados por las alicuotas afiadidas correspondientes a los tiempos
establecidos en la liberacion de la droga, al analizar el control (D) se observd un marcado
efecto antimicrobiano en las primeras horas proporcional al tamafio del halo, no obstante al
paso del tiempo este disminuye considerablemente puesto que fue administrado de forma
directa en solucion a diferencia de las formulaciones A, B 'y C en donde fue posible observar
que pasado una hora no se observd un halo como en el caso del control pero al transcurso

de las horas se vio la presencia de halos de tamafios similares indicando una liberacion
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sostenida y a su vez una accion antimicrobiana sostenida. La figura 8 afirma lo indicado
anteriormente, aqui se observd como en horas iniciales el control mantuvo bajas
concentraciones bacterianas, sin embargo, al paso de la hora esto cambi6 evidenciando a las
24 horas como existio un aumento considerable en la concentracion bacteriana, no asi en la
liberacion de linezolid mediante hidrogeles, en donde se aprecid el fendmeno inverso ya que
en el tiempo cero existieron altas concentraciones de E.faecium, esto ocurrié porque para
ese entonces era muy baja la cantidad de linezolid disponible en solucion, pero al paso del
tiempo se logrd la liberacion sostenida por parte de este en conjunto a una actividad
antimicrobiana ya que finalmente linezolid tiene un amplio espectro de actividad contra
microorganismos grampositivos, incluyendo estafilococos resistentes a la meticilina,
neumococos resistentes a la penicilina y Enterococcus faecalis resistente a la vancomicina y

en este estudio frente a E. faecium (64).

El proceso de liberacion sostenida de linezolid in vitro desde las formulaciones HPAG20,
HPAS20 y HPAD20 se determind con la concentracion acumulativa de linezolid en funcién
del tiempo, con hidrogeles de igual peso. El perfil de liberacion se observa en la figura 9.
Dentro de las primeras 6 horas aproximadamente de reaccién se tiene una tendencia al
fenomeno denominado “efecto rafaga” o BR (burst effect por sus siglas en inglés) el cual
corresponde a la liberacién de una cantidad de la droga en un breve periodo de tiempo
(65).Sin embargo se puede observar que no se presenta de forma marcada, esto se puede
relacionar a que el antibidtico fue agregado al pre-hidrogel de forma directa y no mediante
procesos adsorcion por tanto la presencia linezolid en la superficie del hidrogel disminuye
por lo que es posible reducir la frecuencia del efecto BR ,controlando el proceso de sintesis
y encapsulacién del complejo hidrogel-farmaco para una liberacion sostenida (66). En este
caso HPAS20 presento una liberacion mas lenta en relacion con HPAG20 y HPAD20
atribuible al &cido empleado, ya que a diferencia de los otros dos estructuralmente presenta
una cadena carbonada mas larga, por lo se considerd determinante en el tamafio del poro

resultante explicando porque le liberacion resultante fue més lenta.
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VIIl. CONCLUSIONES

A partir la metodologia empleada, fue posible sintetizar diversas formulaciones de hidrogel
basado en PVA en conjunto a los  &cidos glutarico, succinico y adipico como crooslinkers, los
que ademas fueron desarrollados y evaluados. Se obtuvieron ejemplares que presentaron las
caracteristicas  fisicas y quimicas deseadas y ademas presentaron compatibilidad con el
antibidtico linezolid.

La capacidad de hinchazon fue evaluada para todas las preparaciones, en donde cada uno
presento un %ESR relacionado a las caracteristicas del agente entrecruzante como lo es la
composicion propiamente tal, lo que permitio incorporar grandes cantidades de soluciones y por
tanto permitid el desarrollo de una actividad antimicrobiana mediante la liberacién sostenida del

farmaco contra Enterococcus faecium.

Los hidrogeles preparados fueron dependientes ademas a las condiciones del medio al cual
se encontraron como también a estimulos de este, siendo el pH un factor determinante que dejo
en evidencia la relacion existente con la naturaleza hidrofilica de los ejemplares sintetizados, lo

gue en cierta medida afecta el proceso de almacenamiento de drogas.

La informacion obtenida a partir de los estudios de SEM y FT-IR permitieron observar la
estructura microscopica de en detalle y a su vez la correcta polimerizacion entre el PVA y los

acidos ya mencionados, ademas de la estructura reticulada en conjunto a la porosidad presentada

Los ensayos microbioldgicos en conjunto con la cuantificacion mediante HPLC fueron
determinantes para evidenciar la accidén antimicrobiana de linezolid frente a E.faecium mediante
la liberacion sostenida por parte de los sistemas desarrollados en este estudio, sin embargo se

requieren estudios posteriores para el desarrollo de nuevos protocolos terapéuticos.
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