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Resumen

Actualmente el uso de biomateriales es una alternativa interesante para lograr la
administraciéon en tiempo, cantidad y lugar requerido de medicamentos, ya que con
los métodos tradicionales no se obtiene un control eficaz de este proceso. Los
hidrogeles sintetizados a partir de biopolimeros constituyen materiales ampliamente
utilizados para esta aplicacion. En este sentido, en el presente trabajo se
sintetizaron hidrogeles de poli(acido-gamma-glutamico) y se evalué su
comportamiento como sistema de liberacion controlada de sulfato de neomicina, a
diferentes valores de pH y temperatura. Para la determinacion del mecanismo de
liberacion se realizé un ajuste a diferentes modelos matematicos. La caracterizaciéon
de los hidrogeles cargados con el farmaco se realizé mediante diferentes técnicas:
Espectroscopia Infrarroja (FT-IR), Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y
Analisis Termogravimétrico (TGA), las cuales permitieron corroborar la presencia
del farmaco en la matriz polimérica, asi como evidenciar las interacciones entre el
sulfato de neomicina y las cadenas del polimero. Ademas, se realizaron ensayos de
citotoxicidad de los hidrogeles en diferentes concentraciones, empleando la linea
celular L929. Los ensayos in vitro de liberacion demostraron que esta aumento tanto
con el incremento de la temperatura y como del pH. Los datos obtenidos se
ajustaron mejor al modelo de Korsmeyer-Peppas y los valores del exponente de
liberacion indican que esta ocurre mediante un mecanismo de difusion “anémala”.
Los hidrogeles también fueron biocompatibles a las concentraciones de 3.125
mg/mL, 6.250 mg/mL, 12.5 mg/mL, y 25 mg/mL.



Abstract

Nowadays, the use of biomaterials is an interesting alternative to achieve the optimal
administration of drugs controlling the time and quantity in the required region, given
the fact that with traditional methods an effective control of this process is not
obtained. Hydrogels synthesized from biopolymers are widely used for this
application. In the present work, poly(gamma-glutamic acid) hydrogels were
synthesized and their behaviour as a controlled release system for neomycin sulfate
was evaluated at different pH and temperature values. To determine the release
mechanism, an adjustment was made to different mathematical models. The
characterization of the hydrogels loaded with desired drug was carried out using
different techniques: Infrared Spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Thermo-gravimetric Analysis (TGA), which allowed to corroborate the
presence of the drug in the polymeric matrix, as well as demonstrating the
interactions between neomycin sulfate and the polymer chains. Furthermore,
hydrogels cytotoxicity tests were performed at different concentrations, using the
L929 cell line. In vitro release tests showed that with this approach, the cytotoxicity
was increased with increments of the temperature and pH. The obtained data was
adjusted to the Korsmeyer-Peppas model and the values of the released exponent
indicate that the process occurs through an "abnormal" diffusion mechanism. The
hydrogels were also biocompatible at concentrations of 3,125 mg/mL, 6,250 mg/mL,
12.5 mg/mL, and 25 mg/mL.



1. Introduccidén

La principal problematica de los sistemas convencionales de liberacion de farmacos
esta dada por las constantes fluctuaciones de concentracion plasmatica entre los
niveles de toxicidad e ineficacia del medicamento, por lo cual es necesario
administrar varias dosis a los pacientes para lograr el efecto deseado. Para su
soluciéon se han desarrollado nuevos sistemas de liberacion controlada que
mantienen la concentracion del farmaco en el rango terapéutico por un tiempo
prolongado. El hecho de que la liberacién ocurra de manera controlada, supone
grandes ventajas: se logra un mejor cumplimiento del tratamiento por parte del
paciente, se amplia el intervalo de dosificacidén y disminuyen el numero de dosis y

de efectos secundarios [1].

Cabe resaltar que en la actualidad muchos de los sistemas de liberacion controlada
estdan formados por matrices poliméricas y estos pueden ser localizados
virtualmente en cualquier cavidad corporal, de modo que estos soportes de
farmacos pueden situarse en el organismo en, o cerca de la zona enferma, pueden
ser implantados, o pueden ser adheridos externamente a la piel, gracias a ello han
aparecido nuevas rutas posibles de administracion de farmacos. Se ha investigado
la administracion sistémica de medicamentos a través de las membranas nasales
(ruta nasal), de las membranas mucosas de la boca (ruta oral), del ojo (ruta

oftalmica), de la piel (ruta transdermal), entre otras. [2]

Entre los materiales empleados con este fin, destacan los hidrogeles, los cuales
son materiales poliméricos blandos, elasticos, insolubles en agua y con caracter
hidrofilico, lo que les permite absorber grandes cantidades de agua, aumentando
considerablemente su volumen pero manteniendo su forma hasta alcanzar un

equilibrio fisico-quimico [3]. Estan conformados por homopolimeros o copolimeros
3



y uno o varios agentes entrecruzantes que unidos mediante enlaces covalentes o

interacciones no covalentes, forman una estructura entrecruzada [4].

Los geles poliméricos resultan atractivos como materiales inteligentes o
biomiméticos, puesto que responden a cambios fisicoquimicos en su entorno tales
como: la composicion del solvente, la temperatura, el pH y otros. Estas
caracteristicas han generado que sean investigados ampliamente en cuanto a
optimizar su sintesis para disenar la relacion "estimulo-respuesta”, en el desarrollo
de sensores de multiples aplicaciones [5,6]. Este singular comportamiento de los
geles, aunado a que durante su sintesis puede incorporarseles caracteristicas
como: biocompatibilidad, biodegradabilidad, naturaleza inerte, buenas propiedades
mecanicas, alta resistencia quimica y térmica, entre otros, ha abierto las puertas a
una amplia variedad de aplicaciones tecnoldgicas en quimica, medicina, medio

ambiente, agricultura, y en otros campos [7].

Particularmente los biopolimeros son muy atractivos para su aplicacion como
sistemas de liberacion controlada de farmacos. Estos materiales una vez
introducidos en el cuerpo humano, no requieren remocion ni manipulacion adicional.
Sus productos de degradacién son metabolitos normales del cuerpo o productos
que pueden metabolizarse y eliminarse facilmente del mismo [8]. Un biopolimero
prometedor en este sentido lo constituye el poli(acido-y-glutamico), este es soluble
en agua, biodegradable, comestible y no téxico. Estas caracteristicas han
despertado el interés de diversos autores por este polimero y se ha estudiado la

posibilidad de emplearlo en aplicaciones biomédicas y farmacéuticas [9].

En el presente trabajo se sintetizaron hidrogeles de poli(acido-y-glutamico)
entrecruzados con urea, se evaludé su comportamiento como sistema de liberacion
de farmacos a diferentes valores de temperatura y pH y se determiné el mecanismo
de liberacion mediante modelos matematicos. Como farmaco modelo se empled el
sulfato de neomicina y los modelos matematicos empleados para determinar el
mecanismo de liberacion del farmaco fueron el modelo de orden cero, el modelo de

Higuchi y el modelo de Korsmeyer-Peppas.



Hipoétesis
Hidrogeles de poli(acido-y-glutamico) entrecruzados con urea, presentan una

liberacion controlada de sulfato de neomicina y son materiales biocompatibles para

aplicaciones biomédicas.

Objetivo general

e Analizar el comportamiento de los hidrogeles de y-PGA como un sistema de

liberaciéon controlada de farmacos

Objetivos especificos

1. Sintetizar hidrogeles de poli(acido y-glutamico).

2. Caracterizar los hidrogeles de poli(acido y-glutdmico) cargados con sulfato
de neomicina mediante Espectroscopia Infrarrojo (FTIR), Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM) y Analisis Termogravimétrico (TGA).

3. Determinar el efecto del pH y de la temperatura sobre la cinética de liberacién
del farmaco.

4. Determinar el mecanismo de liberacién del farmaco mediante modelos
matematicos.

5. Evaluar la citotoxicidad de los hidrogeles de poli(acido y-glutamico).



2. Antecedentes

2.1. Hidrogeles

Los hidrogeles se definen como redes poliméricas, que son estabilizadas por
entrecruzamiento quimico o fisico, las cuales absorben grandes cantidades de agua
o fluidos conservando su estructura tridimensional (Figura 1) [10]. Como
consecuencia de esto, son materiales suaves, flexibles y humedos con potenciales
aplicaciones biomédicas y desempefian un papel crucial en las estrategias actuales
para remediar las disfunciones y lesiones en los sistemas vivos. El alto contenido
de agua de sus estructuras los hace compatibles con la mayoria de los tejidos vivos
y su naturaleza viscoelastica minimiza el dafo al tejido circundante cuando se

implanta en el huésped [11,12].

Figura 1. Esquema molecular de un hidrogel

La hidrofilicidad de estos materiales se debe a la presencia de grupos como -OH,
-COOH, -CONH-, -SOsH, entre otros [13]. Ademas, en la actualidad se ha

desarrollado una nueva generacion de hidrogeles supramoleculares, los cuales
6



estan formados por péptidos que contiene de 2 a 12 aminoacidos. En estas
estructuras los péptidos se autoasocian mediante interacciones fisicas formando
redes tridimensionales que pueden contener aproximadamente un 99% de su peso
en agua [14,15]. A diferencia de otros biomateriales, los hidrogeles forman
estructuras porosas con alta permeabilidad que facilitan el intercambio de oxigeno,

nutrientes y metabolitos [16].

2.1.1 Clasificacion de los Hidrogeles

Debido a que hoy en dia existe una gran diversidad de hidrogeles, estos poseen
diversas clasificaciones de acuerdo con varios criterios tales como , el origen de los
polimeros que lo conforman, el método de preparacion, la naturaleza del
entrecruzamiento, su composicidon, estructura quimica, carga iénica, etc. Las
clasificaciones mas comunes de estos materiales se representan en el esquema

que se muestra a continuacion (Figura 2)

Hidrogeles

Origen de las Naturaleza del Composicion Estructura Sensibilidad a
macromoléculas entrecruzamiento quimica un estimulo
e . , ¢ Redes semi- .
e Sintéticos e Fisicos e Homopolimero interpenetradas e Sensibles a pH,
e Naturales e Quimicos e Copolimero « Redes temperatura,
ibri , campo eléctrico
* Hibridos interpenetradas PO €
0 magnético,
fuerza idnica,
etc.

Figura 2. Clasificaciones de los hidrogeles



2.1.1.1 Segun el origen de las macromoléculas

Los hidrogeles en base a su origen se clasifican en sintéticos, naturales e hibridos.

Hidrogeles sintéticos: son materiales sintetizados a partir de polimeros obtenidos en
el laboratorio. El hecho de que exista un gran numero de monoémeros disponibles
hace que en estos hidrogeles se puedan hacer modificaciones con gran facilidad.
Las aplicaciones de los hidrogeles sintéticos abarcan materiales superabsorbentes
para pafales y toallas femeninas, materiales para separacién en quimica analitica
(columnas de permeacion en gel y electroforesis), etc. Ejemplos de este tipo de

materiales son los hidrogeles de poliacrilamida [17].

Hidrogeles naturales: son aquellos que estan sintetizados a partir de polimeros
naturales, los cuales han sido muy utilizados en los ultimos afios debido a sus
ventajas unicas. En general, son inocuos, abundantes y biocompatibles por lo cual
sus principales aplicaciones son en la biomédica, aunque su principal limitante es
que presentan baja resistencia a la accidon de esfuerzos mecanicos [8]. Entre las
fuentes de extraccion de los polimeros naturales se encuentran las algas, cultivos
bacterianos, fluidos bioldgicos, etc. Algunos ejemplos de hidrogeles naturales son

la agarosa, el acido hialurdnico y el alginato [18].

Hidrogeles hibridos: su estructura esta compuesta por dos tipos de moléculas
diferentes: una de origen sintético y otra natural. Este tipo de hidrogel presenta
propiedades superiores en comparacion con el hidrogel convencional [19], ya que
permite tener en un solo material propiedades de hidrogeles naturales y sintéticos

como son la biocompatibilidad y la versatilidad respectivamente.

2.1.1.2 Segun la naturaleza del entrecruzamiento

Segun la naturaleza del entrecruzamiento, los hidrogeles se clasifican en fisicos y
quimicos.
Hidrogeles fisicos: presentan una red tridimensional formada por uniones que no

son completamente estables. Se denominan fisicos o reversibles cuando las redes



se mantienen unidas por interacciones fisicoquimicas secundarias como:
interacciones hidrofobas, condensacién de cargas, enlaces por puente de
hidrogeno, estereo-acomplejamientos, u otras interacciones supramoleculares.
Estas interacciones aunque son débiles, son muy numerosas y su contribucion a lo

largo de toda la cadena polimérica da lugar a comportamientos muy complejos.

Hidrogeles quimicos: consisten de redes entrecruzadas covalentemente.
Generalmente contienen regiones de alta densidad de entrecruzamiento y bajo
grado de hinchamiento (clusters), dispersas en las regiones de baja densidad de
entrecruzamiento y alto indice de hinchamiento. En algunos casos, dependiendo de
la composicion, del disolvente, la temperatura y la concentracion de solidos durante

la gelacion, puede ocurrir separacién de fases formandose macroporos.

2.1.1.3 Segun la composiciéon quimica

De acuerdo a su composicion quimica los hidrogeles se clasifican en

homopolimericos y copoliméricos.

Hidrogeles homopoliméricos: corresponden a estructuras entrecruzadas formadas
a partir de una sola especie de mondmero [20], usualmente se emplean en el
desarrollo de sistemas de almacenaje y en la liberacion de sustancias, como por
ejemplo farmacos. En la actualidad se han empleado en la biomedicina
fundamentalmente debido a su caracter biodegradable y biocompatible con el

organismo [21,22].

Hidrogeles copoliméricos: estan formados por cadenas poliméricas compuestas por
la combinacion de dos tipos de mondmeros donde al menos uno de ellos es
hidrofilico que se entrecruzan dando lugar a una Unica red polimérica y han sido
utilizados para la liberacion de diversas sustancias, incorporandolas de tal manera
que cumplen un rol de almacenaje como también de transporte. Para la
incorporacion de la molécula se deben tener en cuenta ciertos factores como el
tamafno de la molécula o sustancia y la cantidad que se espera liberar. Estos
sistemas se basan en una liberacion controlada, y su eficiencia esta determinada
por el tamafo de poros en el hidrogel como también la interaccion fisicoquimica
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entre el biomaterial con la sustancia a liberar, dado principalmente por enlaces

covalentes, uniones electroestaticas e incluso asociaciones hidrofobas [23].
2.1.1.4 Segun su estructura

Segun su estructura los hidrogeles se clasifican en redes semi-interpenetradas y

redes interpenetradas.

Hidrogeles de redes semi-interpenetradas: se forman mediante la polimerizacion y
reticulacion de un mondémero en presencia de un polimero ya formado; de esta
manera el polimero queda ocluido en la red tridimensional del hidrogel (Figura 3).
Es un disefo utilizado para mejorar las propiedades mecanicas de los hidrogeles, y

para anadir ciertas propiedades del polimero en el material final [24].

Semi-
Interpenetradas

Figura 3. Representacion de redes semi-interpenetradas [24]
Hidrogeles de redes interpenetradas: consiste en una red polimérica entrecruzada
covalentemente que posee en su interior otra red polimérica también entrecruzada

mediante enlaces covalentes (Figura 4).

Interpenetradas
Figura 4. Representacién de redes interpenetradas [24]
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2.1.1.5 Segun su sensibilidad a los diferentes estimulos

Este tipo de hidrogeles tiene su propia categoria debido a su singular
comportamiento, ya que pueden cambiar algunas de sus propiedades mediante la
aplicaciéon de un estimulo especifico, tal como un cambio en la temperatura, pH,
campos eléctricos y luz. Estos cambios son revertidos una vez que el estimulo es
removido [25]. Se pueden clasificar en hidrogeles que responden a estimulos fisicos,
quimicos o bioquimicos. Entre los cambios fisicos que pueden ocurrir se encuentran
cambios de volumen o transiciones de fase sol-gel reversiblemente y se logran por
cambios en la temperatura, cuando se aplican campos eléctricos o magnéticos, por

exposicion a la luz, etc., (Figura 5) [26].
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Figura 5. Hidrogeles sensibles a estimulos [27]

Un biopolimero con interesantes propiedades para su uso en la sintesis de

hidrogeles es el poli(acido-y-glutamico).
2.2 Poli(acido-y-glutamico)

El Poli(acido-y-glutamico), es un polimero que dada su estructura quimica se puede
considerar una poliamida. El enlace peptidico que se forma entre el grupo amino y
el grupo carboxilo en posicion vy es el origen de la denominacion gamma. Es
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producido en la naturaleza por una extensa variedad de bacterias, se puede
sintetizar por via quimica y a través de biosintesis en el laboratorio. La excelente
biodegradabilidad y biocompatibilidad que presenta este biopolimero junto con el
hecho de estar funcionalizado, le hacen atractivo para aplicaciones biomédicas y
farmacéuticas de uso temporal. Sin embargo, las dificultades que entrafia su
modificacion quimica, determinan que el grado de desarrollo tecnolégico del y-PGA

sea aun incipiente [28].
2.2.1 Nomenclatura

La nomenclatura de la IUPAC poli(acido-y-glutamico), es poli[imino-1-(2-carboxietil)-
2-oxo0-1,2-etanodiilo] y su representacion condensada o abreviada en base a la
IUPAC y a la IUB(1971): poli(Glu), (Glu)n, (PGGA). De manera comun se le

denomina poli(acido- y -glutamico) o y-PGA.
2.2.2 Estructura Quimica

El Poli(acido- y -glutamico) es segun su composicién una homopoliamida, y segun
su estructura es un polimero lineal de condensacién. Como su cadena principal esta
compuesta de atomos de carbono y ademas presenta atomos de oxigeno y

nitrégeno en la misma se clasifica como un polimero organico no vinilico.

Segun su naturaleza es un biopolimero ya que esta macromolécula es sintetizada
por los seres vivos, en este caso bacterias. Es un material 6pticamente activo
puesto que tiene un centro quiral en cada unidad glutamato, tal y como se muestra

en la Figura 6.

=T
OO0

COOH

Figura 6. Estructura quimica del Poli(acido-y-glutamico)
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Como resultado de su sintesis, el grupo carboxilo unido al carbono quiral puede
encontrarse tanto en posiciones L como D, por lo que puede clasificarse como un
polimero atactico y amorfo. La conformacién del y-PGA en disolucion es fuertemente
dependiente de la concentracidon de polimero, pH, fuerza idnica y naturaleza de la
sal anadida [29]. Este poliacido de pKa = 4-4.8 [30], es un polimero de origen
microbiano, biodegradable, biocompatible y que no resulta toxico ni para el ser

humano ni para el medioambiente [31,32, 33].

El poli(acido-y-glutamico) bacteriano es claramente diferente en estructura, en
comparacion con los poli(laminoacidos) convencionales unidos mediante el carbono
a, por lo que podria ser mejor clasificado como un pseudo poli(aminoacido) [34].
Sus propiedades mecanicas y térmicas son pobres por lo que se busca mejorarlas
mediante su funcionalizacion o creaciéon de sistemas compuestos con otros
polimeros. El y-PGA se degrada rapidamente con agua a temperaturas por encima
de 60°C; a temperaturas por debajo de 60°C la velocidad de degradacion disminuye

notablemente pero sigue siendo importante [35].

2.2.3 Biosintesis

Las bacterias productoras de PGA se dividen en dos categorias: bacterias
dependientes del acido L-glutdmico y bacterias independientes del acido L-
glutdmico [36]. En las bacterias independientes del acido L-glutamico, todo el acido
glutdmico requerido para producir y-PGA se genera a partir de una fuente de
carbono a través del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) (Figura 7). Estas cepas
producen acido L-glutamico a partir del acido citrico por medio del acido isocitrico y
el acido 2-oxoglutarico con la ayuda de la glutamato deshidrogenasa (GDH). Parte
del acido L-glutamico se convierte en el isbmero D a través de la accioén de la
glutamato racemasa. También funciona una via de conversién indirecta a través de
L- y D-Alanina. Las unidades de acido L / D-glutamico en el citoplasma se mueven
a la membrana celular donde la sintetasa y-PGA (Pgs) integrada en la membrana
las ensambla en y -PGA. En cepas dependientes del acido L-glutamico, una vez

ingerido este, el acido L-glutamico se convierte parcialmente en acido D-glutamico.
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La sintesis de y-PGA a partir de los monomeros utiliza la misma ruta biosintética

que en los productores independientes de acido glutamico [37].
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Figura 7. Ruta biosintética del y-PGA en especies Bacillus dependientes e independientes
del 4cido L-glutamico, a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) [36]

2.2.4 Aplicaciones

La mayor parte de las aplicaciones actuales del y-PGA se situan en el sector de la
alimentacién. Los desarrollos como material floculante y gelificante estan muy
avanzados. La posibilidad de emplear y-PGA en aplicaciones biomédicas ha sido
estudiada por diferentes autores [38]. El Poli(acido glutamico) es soluble en agua,
biodegradable, comestible y no toxico [39]. Por ello el y-PGA ha generado un interés
creciente tanto a nivel de investigacion como industrial. Su uso se ha estudiado en
areas tales como el transporte y liberacion de farmacos o los bioadhesivos [40].

La capacidad del y-PGA como dispensador de farmacos y proteinas ha sido
investigada por diversos autores [41]. Se ha probado en particular en la ovoalbumina
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encapsulada en nanoesferas de y-PGA, teniendo una aplicacion potencial en la
liberacion de vacunas [42].

El y-PGA ademas puede aplicarse como agente inmuno estimulante y antitumoral
especialmente en el caso del polimero de elevado peso molecular [43]. En
inmunoterapia anticancer se han utilizado nanoparticulas de y-PGA como
portadoras de antigenos, comprobandose que se incrementa la respuesta

inmune [44].
2.3 Aplicaciones de los hidrogeles

Los hidrogeles son materiales muy apropiados para aplicaciones en medicina dada
su buena interaccion con los tejidos vivos [45,46], ya que por un lado muestran
buenas propiedades de biocompatibilidad, debido principalmente a su consistencia
blanda, elastica y contenido de agua [47,48]. Por otro lado, son materiales inertes
por lo que las células y proteinas no tienden a pegarse a su superficie [49]. Y
ademas, su caracteristica de hinchamiento en medio liquido les aporta la propiedad
de absorber, retener y liberar bajo condiciones controladas, algunas soluciones

organicas [50].

En la aplicacion como liberadores de medicamentos, los hidrogeles han sido
ampliamente usados como portadores inteligentes de sustancias activas [51, 52], y
sus caracteristicas fisicas y quimicas tales como capacidad de hinchamiento,
cinética de liberacion, respuesta al ambiente o biodegradabilidad, han sido
trabajadas por la ingenieria hasta niveles moleculares con el fin de lograr su
optimizacién [53]. La capacidad de absorcion de agua, determinada por el estado
de equilibrio de hinchamiento, se debe al balance que ocurre entre las fuerzas
osmoticas, debidas al agua que entra en la red, y las fuerzas que ejercen las
cadenas poliméricas en oposicién a esa expansion. 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. Esta

flexibilidad a su vez se ha mostrado que es funcién de: el peso molecular, el grado
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de pureza del polimero y de su concentracion en solucion acuosa, ademas de

factores propios del método fisico o quimico de sintesis [54].

2.3.1 Liberacion controlada de farmacos

Esta tecnologia es relativamente nueva. Con los métodos tradicionales de
liberacion de medicamentos se obtienen controles muy pobres sobre los niveles de
farmaco Optimos terapéuticos que demandan los tratamientos debido a las
fluctuaciones de concentraciones plasmaticas de medicamento. Estas
imprecisiones provocan que el medicamento, que en principio puede ser efectivo
para tratar la enfermedad, no se administre ni en la cantidad, ni el tiempo, ni el lugar
esperado para que el tratamiento sea eficaz [55]. Como solucion, han surgido
sistemas de liberacion controlada que mantienen la concentracién del medicamento

en un rango terapéutico por tiempo prolongado (Figura 8).
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Figura 8. Representacion de las concentraciones plasmaticas en sistemas de liberacion

convencional (---) y controlada (---) [24]

Por otro lado, el avance creciente en los ultimos afos sobre hidrogeles con
facultades en la liberacidon de farmacos trae nuevas alternativas para que un control

preciso pueda ser aplicado en la administracion de medicamentos. Su fundamento
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reside en que una determinada fraccion liberada de farmaco provoca una accion
farmacologica especifica [56]. Se ha demostrado que existe una relacién directa
entre la porcién de farmaco liberada y su accién farmacolégica. Asi, cuando se
desea un efecto en particular el grado de liberacién debe ser controlado en un
entorno muy especifico, ya que dosis mas elevadas pueden producir efectos

farmacolégicos no deseados ademas de la accion terapéutica [57].

2.4 Sulfato de neomicina

El sulfato de neomicina es un antibiético aminoglucésido bactericida de amplio
espectro que actua por inhibicién de la sintesis proteica de la bacteria mediante
enlace con la subunidad 30S ribosomal. Es un compuesto de naturaleza basica,
térmicamente estable y conserva su eficacia en solucidon acuosa en comparacion
con otros antibiéticos [58]. Es producido por Streptomyces fradiae, y se administra
por via oral y topica siendo esta ultima su mayor aplicacion como medicamento
antiinfeccioso. Se utiliza para uso cutaneo, sola o en combinacién con corticoides
y/o otros antibidticos. El uso clinico mas frecuente es la aplicacion topica para el
tratamiento de infecciones dermatoldgicas, oftalmoldgicas y otologicas. El ungiento
dérmico se utiliza en la prevencion de infecciones cutaneas bacterianas leves,
tratamiento de Uulcera dérmica e infecciones secundarias por quemaduras,
aplicAndose de una a tres veces al dia en adultos. La principal ventaja de su uso es
que es un medicamento activo frente a la gran mayoria de bacterias Gram-negativas
y algunas Gram-positivas aerdbicas [59]. La estructura quimica del sulfato de

neomicina se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Estructura quimica del sulfato de neomicina
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2.5 Aplicacion de modelos matematicos en los sistemas de liberacién
controlada de farmacos

Estudiar la cinética de liberacion de un farmaco que se encuentra cargado en una
matriz polimérica es de vital importancia para el desarrollo de sistemas de liberacion
controlada, porque permite calcular constantes que brindan informacion util
vinculada al mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de liberacion. Desde
esta perspectiva, es necesario elegir un modelo matematico adecuado que ajuste
los datos obtenidos en el perfil de liberacidén de dicho sistema. Lo recomendable es
evaluar varios modelos matematicos que representen diferentes procesos de
liberacion para posteriormente interpretar las variables o constantes que se
describen en estos modelos teniendo en cuenta el coeficiente de regresion obtenido

en cada ajuste.

La liberacion de un farmaco en una matriz polimérica puede darse mediante varios
mecanismos: difusién y relajacion o hinchamiento de las cadenas poliméricas. La
difusion tiene lugar cuando el farmaco atraviesa la matriz estimulado por el gradiente
de concentracion que existe en el sistema y el medio circundante. En los sistemas
controlados por difusion el dispositivo de entrega del farmaco es fundamentalmente

estable en el ambiente biolégico y no cambia su tamario [60].

Si el proceso de liberacidn ocurre controlado por el hinchamiento, la matriz
polimérica que inicialmente se encuentra en estado cristalino sufre una transicién
vitrea y se forma un hidrogel. En este proceso ocurre la difusidon del farmaco desde
el interior de la matriz hacia el medio mientras que el agua o el fluido biolégico pasa

al interior de la matriz [61].

La cinética de liberacion del farmaco, incluida la velocidad de difusion, depende de
las propiedades fisicas del mismo, especialmente de su peso molecular y de su
solubilidad en agua y en el hidrogel, ademas del area superficial, la geometria y la
densidad de la membrana del hidrogel [62].

Como es de esperarse, en el proceso de liberacion de farmacos disueltos o
encapsulados en un polimero hacia el medio externo, éstos deben atravesar la

barrera que supone la superficie del hidrogel, por lo cual las condiciones de
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estructura y forma de la superficie son un factor importante en la liberacion. Este
factor también se puede controlar desde la sintesis de la red polimérica e incluye el

control del tamario del poro [63].

2.5.1 Modelo de orden cero

Es un modelo ampliamente utilizado para sistemas de dosificacion que no se
desagregan haciendo muy lenta la liberacion del farmaco. Para este modelo, se
asume que el area de la tableta no cambia considerablemente. Este es expresado
a partir de la siguiente ecuacion (1):

M, = My + kot (1)

Donde M, es la cantidad de farmaco disuelto en el tiempo t, M, es la cantidad de
farmaco inicial en la solucion (la mayoria de las veces M, = 0) y ko corresponde a la

constante de liberacion de orden cero [64].

2.5.2 Modelo de Higuchi

Este modelo se basa en la hipétesis de que la difusion del farmaco se lleva a cabo
en una sola dimension; que la disolucién y el hinchamiento de la matriz son
despreciables; que la difusividad del farmaco es constante, y que, en el medio de
disolucién, siempre se alcanzan condiciones perfectas de inmersion. Es
ampliamente utilizado para describir la liberacion de farmacos solubles y poco
solubles en medios acuosos, desde diversas matrices semi — solidas y/o sdlidas de
acuerdo a la ecuacion:

M
- = kat'? ()

o)

Donde kH es la constante de disolucion de Higuchi, M., es la cantidad de farmaco
liberada en el equilibrio, mientras que M;, y t corresponden a los mismos parametros

anteriormente descritos.
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2.5.3 Modelo de Korsmeyer-Pepas

Es un modelo generalizado de la ecuacion de Higuchi. Ha sido ampliamente usado
para describir la liberacion de farmacos desde sistemas poliméricos. La ecuacion
relacionada es:

M, n
M_oo = krt (3)

Donde M;/M,, corresponde a la fraccién de farmaco liberado al tiempo f; k- es la
constante de liberacion que es caracteristica para las interacciones polimero-
farmaco, mientras que n es igual al exponente de difusidén que es caracteristico del
mecanismo de liberacion. En el caso de que la liberacion se produzca desde una
pelicula delgada, un valor de n igual a 0.5, indica que el mecanismo de liberacion
del farmaco es de tipo fickiano; valores entre 0.5 y 1 indican un mecanismo de
liberacidn no fickiano, mientras que nigual a 1, sugiere que el mecanismo es similar
a una cinética de liberacion de orden cero. Para valores mayores a 1, la liberacion
del farmaco depende de la relajacién de las cadenas poliméricas en la matriz, que
pasan de un estado vitreo a uno gomoso de mayor movimiento cinético. La
determinacién del exponente n se debe realizar con el 60% del farmaco disuelto
[65].

2.6 Técnicas de caracterizacion
2.6.1 Espectroscopia Infrarroja. Aspectos fundamentales

La region IR del espectro electromagnético se encuentra entre 12800-10 cm-'. Tanto
desde el punto de vista de las aplicaciones como de los aparatos se puede dividir
en tres zonas: IR cercano: 12800-4000 cm™', IR medio: 4000-400 cm™'; IR lejano:
400-10 cm™, siendo en el IR medio donde se dan la mayoria de las aplicaciones
analiticas tradicionales. Cuando una molécula absorbe radiacién en esta zona del
espectro electromagnético, la energia de estas vibraciones moleculares puede
detectarse y medirse obteniendo un espectro infrarrojo. Por tanto, este tipo de
espectroscopia considera las transiciones entre diferentes niveles vibracionales de
una molécula. A estas transiciones, les acompafan otras de menor energia, que

son las rotacionales, que hacen que en un espectro vibracional las diferentes
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absorciones se detecten en forma de bandas mas ensanchadas, en lugar de lineas,
ya que un cambio energético entre dos niveles vibracionales estda acompafado por

un gran numero de transiciones rotacionales [66].

Las absorciones vibracionales de infrarrojo, estan sometidas a unas reglas de
seleccién. Para que una molécula (o grupo o enlace) absorba o emita en la zona del
infrarrojo, es necesario que el modo de vibracion normal produzca una variacién de
su momento dipolar, es decir, debe producirse un desplazamiento temporal del
centro de gravedad eléctrico, se dice entonces que es un modo activo en IR. La
mayor parte de las moléculas organicas son asimétricas o su simetria es muy
reducida, por lo que la mayoria de sus enlaces dan lugar a bandas de absorcion en
el espectro infrarrojo. La intensidad de las bandas del espectro infrarrojo, va a
depender en gran medida de la variacién del momento bipolar. Cuanto mayor sea
esta variacion, mayor sera la intensidad de la banda. En la Figura 10 se muestran
las frecuencias vibracionales de los principales enlaces presentes en compuestos

organicos [67].
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Figura 10. Frecuencias vibracionales para algunos enlaces [65]

Utilizando la mecanica cuantica y el modelo del oscilador armonico para representar

los enlaces, se demuestra que las bandas en el infrarrojo se producen como
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consecuencia de transiciones entre niveles de energia en los que el numero
cuantico vibracional (v) cambia en una unidad (A v = £ 1), denominada banda
fundamental, o en mas de una unidad (A v = £ 2, + 3,...), que se denominan
sobretonos. Aunque tedricamente son posibles A v superiores, en la practica sélo
se observan estas tres transiciones. Una molécula poliatémica (n atomos) tiene 3n-
6 modos de vibracion diferentes y 3n-5 si la molécula es lineal. Cada uno de estos
modos de vibracion viene representado por una curva de energia potencial diferente
y da lugar a una banda fundamental y sus correspondientes sobretonos en el
infrarrojo. Las bandas de absorcion aparecen aproximadamente a frecuencias: u (la
banda fundamental), 2 v y 3 v (los sobretonos). Estos ultimos tienen una menor

intensidad que la banda fundamental [68].

Los espectrofotdmetros convencionales de IR tienen un sistema éptico formado por
una fuente de luz que es un filamento que se mantiene “al rojo”, componentes
opticos hechos de KBr o NaCl (materiales que no absorben la radiacion IR) y un
fotodetector que es sensible a la luz IR. Los espectrofotometros infrarrojos mas
modernos son del tipo de transformada de Fourier (FTIR), que se basan en el
principio del interferéometro de Michelson, Su funcionamiento se basa en la divisién
de un haz coherente de luz en dos haces para que recorran caminos diferentes y
luego converjan nuevamente en un punto. De esta forma se obtiene lo que se
denomina la “figura” de interferencia que permitira medir pequenas variaciones en
cada uno de los caminos seguidos por los haces. En la Figura 11 se muestra un
esquema del sistema optico de un espectrofotometro FTIR cuyo componente
esencial es un interferéometro de Michelson que esta formado por un divisor de haz
y dos espejos, uno fijo y otro mévil. Cuando la luz colimada procedente de la fuente
incide sobre el divisor de haz se divide en dos rayos que se reflejan en cada uno de
los espejos y vuelven al divisor de haz, siendo conducidos por un sistema de
espejos hasta el detector a través de la muestra [69].
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Figura 11. Esquema de un sistema 6ptico de un espectrofotometro FTIR [68]

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica que
se utiliza para obtener un espectro infrarrojo de absorcién, emision,
fotoconductividad o dispersion Raman de un sdélido, liquido o gas. Un espectrometro
FTIR simultdneamente recoge los datos espectrales en un amplio rango espectral.
Esto confiere una ventaja significativa sobre un espectrometro dispersivo que mide
la intensidad en un intervalo estrecho de longitudes de onda a la vez. En FTIR la
salida analdgica del detector es amplificada y transformada en una sefial digital.
Este interferograma digital se trata numéricamente, mediante una transformacion
de Fourier, para dar lugar al espectro. El término espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier es originario del hecho de que una transformada de Fourier
(un algoritmo matematico) se requiere para convertir los datos en bruto en el
espectro real. La ventaja fundamental de la técnica FTIR frente al IR dispersivo
convencional, es la rapidez en la adquisicion del espectro debido a que se adquieren
simultaneamente todas las componentes de frecuencia del espectro, lo que permite
acumular un gran numero de espectros en poco tiempo, con la consiguiente mejora
en la relacion senal/ruido. Esto es especialmente importante en las regiones del
espectro infrarrojo en que la fuente tiene una emision débil y/o el detector es poco

sensible [70].
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2.6.1.1 Reflectancia Atenuada Total

La Reflectancia Atenuada Total, (ATR, Attenuated Total Reflectance), es una
técnica de muestreo utilizada en conjuncion con la espectroscopia infrarroja que
permite examinar directamente muestras en cualquier estado de agregacion sin
ningun tipo de preparacion previa, poniéndolas en contacto con un material de alto
indice de refraccion, siempre mas alto que el de la muestra estudiada. EI ATR utiliza
la propiedad de la reflexion total interna (reflectancia interna) de los materiales con
un alto indice de refraccion que resulta al incidir una onda, en este caso un haz
infrarrojo, sobre el mismo. El diamante es con mucho, el mejor material/cristal para
utilizar en ATR debido a su durabilidad y por ser inerte, siendo el componente
“estrella” de este tipo de aparatos. El fundamento de los ATR (Figura 12) de
diamante es sencillo, un haz de luz infrarroja con un cierto angulo se hace incidir
sobre un prisma de diamante en contacto directo con la muestra objeto de estudio
[71].

Muestra en contacto ¢con la onda evanescente

Al Detector

Y

Haz infrarrojo Cristal ATR
(diamante)

Figura12. Fundamento de la técnica de ATR [70]

En las regiones del espectro infrarrojo, donde la muestra absorba energia, la onda
evanescente sera atenuada o alterada. Toda esta sefial es dirigida hacia el extremo
opuesto del cristal y es pasada al detector del espectrometro. El sistema genera

entonces un espectro infrarrojo [66].
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2.6.2 Microscopia Electronica de Barrido

El fundamento de la microscopia electronica de barrido, SEM, radica en que los
electrones emitidos por un catodo de tungsteno pasan a través de una columna en
la que se ha hecho un vacio alrededor de 107 Torr. En ella el haz inicial es
concentrado por una serie de lentes electromagnéticos que producen una
disminucién de su diametro hasta hacerse casi puntual (hasta unos 10 nm). Al
mismo tiempo, la intensidad de corriente se disminuye desde unos 10-'* A hasta
unos 1079 A. Esta disminucion en la intensidad implica una menor cantidad de
electrones primarios. El haz de electrones con estas ultimas caracteristicas, es decir
en forma puntual, es desplazado sobre toda la superficie de la muestra a modo de
un pincel que va barriendo la muestra con continuas idas y venidas [72]. .Los

componentes de un miscroscopio electronico se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Componentes del microscopio optico [71]

Las imagenes que se obtienen en el microscopio electronico de barrido

corresponden a electrones secundarios o electrones retrodispersados emitidos tras
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la interaccion con la muestra del haz incidente de entre 5 y 30 KeV. El haz de
electrones se desplaza sobre la muestra realizando un barrido en las direcciones X
e Y de tal modo que la posicion en la que se encuentra el haz en cada momento
coincide con la aparicion de brillo, proporcionalmente a la sefial emitida, en un

determinado punto de la pantalla [73].

La sefal de electrones secundarios se forma en una delgada capa superficial, del
orden de 50 a 100 A. Son electrones de baja energia, menos de 50 eV, que pueden
ser desviados facilmente de su trayectoria emergente inicial y permiten obtener
informacion de zonas que no estan a la vista del detector. Esta particularidad otorga
a esta sefal la posibilidad de aportar informacion “en relieve”. La emision de
electrones retrodispersados depende fuertemente del numero atdmico de la
muestra. Esto implica que dos partes de la muestra que tengan distinta composicion
se revelan con distinta intensidad aunque no exista ninguna diferencia de topografia
entre ellas. Los rayos X que se generan en una muestra sometida a bombardeo
electronico permiten identificar los elementos presentes y establecer su

concentracion [67,68].

2.6.2.1 Ventajas de la microscopia electrénica

La microscopia electrénica es una técnica muy util en la caracterizacion de
materiales ya que se necesita muy poca cantidad de muestra y se trata de una
técnica no destructiva (mientras no haya que cortar la muestra para que quepa en
el portaobjetos o recubrir), es decir, la muestra no se ve perjudicada y se puede
recuperar. El unico requisito que implica la utilizacién de esta tecnologia es que la
muestra debe ser conductora, ya que la obtencién de la imagen es producto de la
interaccidn de los electrones emitidos por el equipo y la muestra. Si nuestra muestra
no es conductora, se pueden utilizar equipos que depositan por medio de deposicion
fisica de vapor, una capa de pocos nanémetros de un elemento conductor sobre la
muestra, permitiendo de esta forma la obtencién de imagenes por microscopia
electronica de barrido y composicion a través de EDX. Las imagenes que se

obtienen tienen una gran resolucion [74].
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Tanto la parte mas puramente de imagen como su detector EDX son técnicas no
destructivas y de respuesta rapida, por lo que son consideradas potentes
herramientas en la caracterizacidén de todo tipo de materiales, ya que nos permiten
conocer qué tipo de topologia superficial tiene nuestra muestra, sus defectos y

su composicion con la obtencidén de una sola imagen [69].

2.6.3 Analisis Térmico

El analisis térmico es un conjunto de técnicas analiticas que estudian el
comportamiento térmico de los materiales. Cuando un material se calienta o se
enfria, su estructura y su composicién quimica pueden sufrir cambios tales como
fusidén, sublimacion, solidificacion, cristalizacion, descomposicion, oxidacion térmica
o sinterizacion. En general estos cambios se pueden estudiar midiendo la variacion
de distintas propiedades de la materia en funcion de la temperatura, el tiempo y una
atmésfera determinada. De entre las diversas técnicas que se engloban en este
campo analitico, las mas ampliamente utilizadas son: Termogravimetria (TG) y
Analisis térmico diferencial (DTA) [75].

2.6.3.1 Analisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico es una técnica de caracterizacion en la que el peso de
una sustancia, con calentamiento o enfriamiento a velocidad controlada, es
registrado de manera continua en funcion del tiempo o de la temperatura. En el
primer caso (experimento isotérmico), la temperatura se mantiene constante
durante todo el experimento, y en el segundo (experimento dinamico) la temperatura
de la muestra va aumentando de manera controlada (usualmente de forma lineal
con el tiempo). La representacion de la masa o del porcentaje de masa en funcion
del tiempo o de la temperatura se denomina termograma o curva de descomposicion
térmica. La pérdida de masa de un material puede ser causada reacciones de
descomposicion, reacciones de oxidacion, vaporizacién, sublimacioén y/o desorcién.
[76].

El equipo cuenta con: 1) termobalanza; 2) horno; 3) un sistema de gas de purga
para proporcionar una atmoésfera inerte y 4) un procesador para el control del
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instrumento, la adquisicidn y visualizacidn de datos. La medida del cambio de masa

en funcion de la temperatura se realiza en la termobalanza (Figura 14) [77].
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Figura14. Representaciéon de un termoanalizador [77]

2.7 Biocompatibilidad

Las interacciones del biomaterial con los componentes vivos tienen un impacto
significativo en la habilidad del material para desarrollar satisfactoriamente y en el
tiempo necesario, la funcion deseada. La caracteristica esencial que deben poseer
los biomateriales para ser empleados en el campo de la biomedicina, es la
biocompatibilidad con los tejidos es decir que sea compatible en contacto con la
zona bioldgica y que el organismo no desencadene una respuesta inmunoldgica
contra el biomaterial, ademas de poseer la resistencia y propiedades mecanicas

adecuadas dependiendo de su uso [78] .

La definicion mas aceptada de biocompatibilidad se refiere a la caracteristica del
biomaterial de tener la habilidad de desarrollar su funciéon con una respuesta

favorable del huésped hacia él mismo en una aplicacion delimitada. En concreto la
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biocompatibilidad se refiere a la capacidad del tejido de permitir el contacto con el
biomaterial existiendo una respuesta favorable del huésped hacia el mismo,

aceptandolo como propio y restableciendo la funcion previamente perdida [79].

Todo ensayo de biocompatibilidad de un nuevo biomaterial debe ser realizado in
vitro antes que in vivo con la finalidad de disminuir el uso de los modelos animales
y los riesgos en las pruebas clinicas. Los fibroblastos, como células dérmicas que
se encuentran principalmente en la capa basal de la piel, son las células utilizadas
para determinar la citocompatibilidad in vitro de diversos hidrogeles, al medir su
proliferacion e interaccion con la finalidad de apreciar el panorama general de sus
funciones normales. Los estudios de biocompatibilidad in vitro pueden mostrar
incluso la dosis y duracion del tratamiento en medida que reflejan las respuestas

celulares y moleculares de las células hacia los biomateriales evaluados [80].

2.7.1 Citotoxicidad

La toxicidad celular o citotoxicidad se define como los efectos adversos que resultan
de la interferencia con estructura, procesos celulares, o ambos, que se suceden en
todas las células y son esenciales para el funcionamiento, supervivencia y

proliferacion celular [81].

Los ensayos de citotoxicidad se utilizan para medir los efectos de compuestos
téxicos expuestos a cultivos celulares, en multiples concentraciones y en diferentes
intervalos de tiempo. La citotoxicidad y la proliferacion celular se evaluan por varios
ensayos. Entre los métodos mas empleados estan la reduccion del MTT (3-(4,5-
dimeltiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolio bromuro), que requiere de células vivas, o
que, al menos, muestren actividad 6xido-reductasa, para convertir el colorante
precursor en un producto cuantificable, y la tinciéon con sulforodamina B (SRB) que,
por su afinidad con los aminoacidos basicos de las proteinas, se fija selectivamente
en éstos, proporcionando un indice del contenido de proteina celular [82].
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Al igual que los métodos anteriormente mencionados, la resazurina fue introducida
como indicador de viabilidad celular no toxica, util para monitorear la proliferacion
celular y la citotoxicidad. En particular, este colorante (azul no fluorescente) se
reduce irreversiblemente a resorufina (rosado altamente fluorescente), proceso que
se asocia principalmente con la mitocondria de células viables y se representa en la
Figura 15. Cuando hay una reduccion en la viabilidad celular de mas del 30%, se

considera que hay efectos citotoxicos [83].
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Figura 15. Reduccion de resarzurina a
resorufurina
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3. Desarrollo Experimental

3.1 Reactivos

e v-PGA crudo (sintetizado en el Centro de Investigacion en Quimica Aplicada
(CIQA))

e Urea (99.4%, FAGA LAB.)

¢ N-(3-Dimetilminopropil)-N'-etilcarbodiimida clorohidrato [EDC] (299%,
Sigma-Aldrich) Alcohol etilico absoluto (99.91%, FAGA LAB.)

e NaH2P04.H20 (99.8%, J. T. Baker)

e NazHPO4.7H20 (98-102%, FAGA LAB.)

e K2HPO4(98%, FAGA LAB.)

e NaCl (299%, Sigma-Aldrich)

e KCI (99.63%, FAGA LAB.)

e Na2COsanhidro (99%, FAGA LAB.)
e Agua (calidad MiliQ)
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3.2 Sintesis de hidrogeles de poli(acido y-glutamico)

En un vaso de precipitado de 10 mL se anadieron 0.4g de y-PGA y 2 mL de agua
desionizada. Posteriormente se agitdé a 300 rpm durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Una vez disuelto el polimero, la disolucion se congelo vy liofilizo para
obtener esponjas de y-PGA. Enseguida se le adicionaron 0.12 g (2:10 moles) de
ureay 0.2 g (1.3-10°3 moles) de EDC disueltos en 1 mL de agua. Se dejaron reposar
durante 24 horas y pasado este tiempo se realizaron lavados de EtOH, EtOH:H20,
H20. Finalmente se congelaron y liofilizaron para obtener el xerogel. El

procedimiento se muestra en el siguiente diagrama de flujo (Figura 16).

Vaso de precipitado de 10 mL

0,4 g y-PGA

[
>

2mL HZO desionizada

»

Agitar a 300 rpm, 15 min, T.A.

Congelary liofilizar

Esponjas de y-PGA

0,120 g Urea; 0,2g EDC
(1 mL HZO)

»
»

Reposar por 24 hrs
Lavar (EtOH, EtOH:H20, H20)

Congelar y liofilizar

Hidrogel seco

(Xerogel)

Figura 16. Diagrama de flujo “Sintesis de hidrogeles de poli(acido-y-glutamico)”
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Una vez sintetizados los hidrogeles se procedio a incorporar en la matriz polimérica

al sulfato de neomicina.

3.3 Incorporacion del sulfato de neomicina a la matriz polimérica

3.3.1 Preparacion de la curva de calibracion para la medicion de la
concentracién de neomicina

Para la obtencion de la curva de calibracion del sulfato de neomicina, se prepararon
soluciones estandar del farmaco en un rango de concentraciones de 0.025 - 0.150
mg/mL y se midio la absorbancia de estas soluciones a 220 nm utilizando un
espectrofotometro UV-VIS Agilent 8453. Posteriormente se grafico la concentracion
de la solucion estandar frente a las lecturas de absorbancias de las mismas y se

ajustaron los valores a una relacion lineal como se muestra a continuacién en la

Figura 17
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Figura 17. Curva de calibracién del sulfato de neomicina

3.3.2 Cargado del sulfato de neomicina en los hidrogeles

La carga del sulfato de neomicina en los hidrogeles se llevd a cabo mediante el
método de equilibrio de hinchamiento. Se sumergieron muestras cilindricas de
hidrogeles de 10 mm de diametro y 2 mm de espesor en 1mL de la solucion del
farmaco empleado con una concentracion de 20 mg/mL (Figura 18). Las muestras

de hidrogel se mantuvieron durante 24 horas en la solucién de sulfato de neomicina
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a 25°C para alcanzar el maximo hinchamiento y la carga en equilibrio del
medicamento, después de lo cual las muestras se congelaron y secaron por el
meétodo de liofilizacion. La solucion del farmaco fue absorbida en su totalidad por lo
cual los hidrogeles fueron cargados con lo que equivale a la dosis diaria del

medicamento en adultos (20 mg).

Figura 18. Hidrogeles cargados con sulfato de neomicina

3.4 Caracterizacion de los hidrogeles cargados con sulfato de neomicina

Los hidrogeles cargados con sulfato de neomicina fueron caracterizados por las

técnicas que se describen a continuacion.

3.4.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FT-IR) fueron obtenidos
empleando un espectrofotometro Perkin Elmer modelo Frontier. El espectro del
sulfato de neomicina fue realizado utilizando una pastilla de bromuro de potasio
(KBr), mientras que para la caracterizacién del poli(acido-y-glutamico) y de los
hidrogeles secos cargados con sulfato de neomicina se empled la técnica de
Reflactancia Total Atenuada (ATR). Este estudio se hizo con la finalidad de
identificar los grupos funcionales en el polimero y del sulfato de neomicina asi como

verificar que esta ultima se encuentra formando parte de los hidrogeles.
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3.4.2 Analisis Termogravimétrico (TGA)

Para el analisis termogravimétrico de los hidrogeles cargados con neomicina se
utilizé un equipo Thermogravimetric Analyzer, marca Perkin Elmer, modelo Pyris 1.
Se emplearon muestras de aproximadamente 2.5 mg, y fueron sometidas a
calentamiento de 25°C a 900°C, con una velocidad de calentamiento de 10°C/min

bajo atmésfera de nitrégeno.

3.4.3 Microscopia Electronica de Barrido.

Se realiz6 la caracterizacion morfoldgica de los hidrogeles mediante un microscopio
electrénico de barrido, marca JEOL 5410LV. Las muestras se recubrieron con oro
para conferirles propiedades conductoras y se utilizdé un haz de electrones de 15 kV

de intensidad.
3.5 Ensayos in vitro de liberacion de sulfato de neomicina
3.5.1 Preparacion de soluciones buffer

Para los experimentos de cinética de liberacién se prepararon soluciones tampon a
pH 5, pH 7.4 y pH 9, las metodologias empleadas para prepararlas se describen a

continuacion:
e Bufferde pH5

La solucion tampdn de pH 5 se preparé mezclando 467.7 mL de una disolucion de
NaH2PO4-H20 [0.2M] y 32.5 mL de una disolucion de Na2HPO4-7 H20 [0.2M].

Posteriormente se afiadié agua desionizada hasta completar 1 L.
e BufferdepH 7.4

Esta solucion tampdn se preparé mezclando 95 mL de una disolucién de
NaH2PO4-H20 [0.2M] y 405 mL de una disolucion de Na2HPO47 H20 [0.2M].

Seguidamente se anadié agua desionizada hasta completar 1 L
e Bufferde pH 9

Para la preparacion de esta solucién tampoén a pH basico se empled un buffer de

carbonatos y para ello se tomaron 76.8 mL de una solucion de bicarbonato de sodio
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NaHCOs [0.1M] y se le afiadieron 7.7 de una solucién de carbonato de sodio anhidro
Na2COs3 [0.1M]. Finalmente se afiadié agua desionizada hasta completar 1 L.

3.5.2 Evaluacion del efecto del pH y de la temperatura sobre la cinética de
liberaciéon

Para la realizacidén de los ensayos de liberacidn, las muestras de hidrogeles de 10
mm de diametro se sumergieron en 150 mL de solucion buffer y se colocaron en un
bafio Maria con agitacion mecanica y a una temperatura establecida, como se
muestra en la Figura 19. Cada 10 minutos se tomaron alicuotas de 3.5 mL del medio
de liberacion y se midio la absorbancia de las mismas a 220 nm empleando un
espectrofotometro UV-VIS Agilent. Una vez tomadas las lecturas, las alicuotas eran
devueltas al medio de liberacion. Los ensayos se realizaron por triplicado a valores
depH5,7.4y9a25°Cya 37°C para determinar el efecto del pH y la temperatura

sobre la cinética de liberaciéon del farmaco.

Figura 19. Ensayo in vitro de liberacion

3.6 Estudios de Biocompatibilidad
3.6.1 Cultivo Celular

Las células L-929 procedentes de tejido conectivo C34 / An de ratén se obtuvieron
de la Coleccion europea de cultivos celulares (Sigma-Aldrich). Las células L-929
para los experimentos realizados se cultivaron en un matraz de cultivo celular T-25,

en medio de cultivo celular Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM, Caisson
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Labs, USA) suplementado con suero bovino fetal (Gibco) al 5%, antibiéticos 1%
(10 mg /mL estreptomicina, 10 000 U penicilina, Sigma) a 37 C, 5% de CO2y 80%
de humedad. Cuando se alcanzé un crecimiento confluente, se realizé el pasaje
celular, para ello las células se lavaron dos veces con solucion salina y se
despegaron con una solucién de tripsina-EDTA (Sigma) al 0,25 %. Se centrifugd la
suspension celular (7 min, 1200 rpm), se decantd el liquido sobrenadante y se
resuspendieron las células en medio de cultivo fresco y se sembré de nuevo una
fraccién en un frasco de cultivo hasta alcanzar la fase exponencial. Después del
tercer pasaje, las células pudieron ser utilizadas para el ensayo de citotoxicidad,
para ello, las células se contaron, tomando una alicuota de 90 pL de la suspension,
se colocaron en un microtubo y se adicionaron 10 uL de azul de tripano. De esta
nueva disolucion se tomaron 10 uL y se colocaron en una camara de Neubauer para
observarlas en un microscopio invertido Olympus IX 71. Después de contar las

células se realiz6 el calculo con la ecuacién 4

Total de células
4

- 10000 = #células/mL(4)

Posteriormente se prepard una suspension a la concentracidn deseada para el

ensayo.

3.6.2 Preparacion de la muestra

El material previamente se esterilizé durante 30 minutos con una lampara UV. Se
agregé medio de cultivo suplementado y se incub6é a 37 ° C por 24 horas.
Posteriormente se prepararon diluciones del material (100 mg/mL, 50 mg/mL, 25
mg/mL, 12.5 mg/mL, 6.250 mg/mL, 3.125 mg/mL).

3.6.3 Ensayo in vitro de citotoxicidad

Las células se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos a una concentracion de
10 000 células por pozo. Se incubaron durante 2 horas y se retiré el medio de cultivo
dejando las células adheridas. Se agreg6 inmediatamente 100 uL de disoluciones
del material a diferentes concentraciones. Después de 1, 2 y 3 dias de incubacion,

las disoluciones se probaron con el cultivo celular. Para la evaluacion del efecto de
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la concentracion de los hidrogeles, se sembraron las células L-929 en una placa de

96 pocillos a una densidad de 10 000 células por pocillo.

Posteriormente, las células se incubaron durante 24, 48 y 72 horas y se evalu6 su
viabilidad midiendo la reduccién de resarzurina que fue anadida a las muestras y
se incubd a 37 ° C durante 4 h. La resarzurina anadida fue preparada justo antes
del ensayo a partir de una solucién stock de resarzurina 4mg/mL disolviendo en
proporcion 1:200 con medio de cultivo suplementado. La absorbancia de las
muestras se midié usando un lector de placas de espectrofotometro (Multilabel
Counter, 1420 Victor, Perkin Elmer) a 570 nm y 600 nm. Los ensayos se realizaron
por triplicado y los datos se expresan como diferencia porcentual en la reduccién

entre las células tratadas y de control y se calculé mediante la ecuacion (5):

(02 'A1) —(01-43)

Y%viabilidad =
° (02'P1)_(01'P2)

-100 (5)

donde O1 es el coeficiente de extincion molar (E) de la resarzurina a 570 nm, Oz es
la E de la resarzurina a 600 nm, A1 es la absorbancia de los pocillos de prueba a
570 nm, A2 es la absorbancia de los pocillos de prueba a 600 nm, P1 es la
absorbancia del pocillo de control de crecimiento positivo a 570 nm, P2 es la

absorbancia del pocillo de control de crecimiento positivo a 600 nm.
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4. Resultados y discusién
4.1 Sintesis de hidrogeles de poli(acido y-glutamico)

Se obtuvieron hidrogeles de y-PGA de color amarillo muy claro y transparente
(Figura 20). El gamma-PGA utilizado se obtuvo a partir de la biosintesis de bacterias
Gram positivo pertenecientes al género Bacillus. EI EDC se utilizé como activador
de los grupos carboxilos del polimero para facilitar la reaccion de amidacién con los
grupos de amina primaria de la urea empleada como agente entrecruzante. En la
Figura 21 se muestra un esquema general de la reaccion mediante la cual se

entrecruza el y-PGA.

Figura 20. Hidrogeles de poli(acido-y-glutamico)
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Figura 21. Reaccion de entrecruzamiento
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4.2 Caracterizacion de los hidrogeles cargados con sulfato de neomicina
4.2.1 Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FT-IR)

Entre el hidrogel sintetizado y el biopolimero a partir del cual fue obtenido se espera
una gran similitud en sus espectros infrarrojos, porque ambos poseen los mismos
grupos funcionales, los cuales incluyen grupos carboxilos libres y amidas. Por otra
parte, como a los hidrogeles se les incorpora el sulfato de neomicina se espera que
sefales caracteristicas del farmaco también aparezcan en su espectro y de esta
manera se pueda corroborar la presencia del medicamento en la matriz polimérica.
Al analizar los espectros del poli(acido-y-glutamico) y el hidrogel en la Figura 22, se
puede observar en ambos casos la aparicion de las mismas sefiales aunque se
aprecian diferencias en las intensidades de las mismas.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
gg B 1 ' I b/ ' id I 1 l_
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mt L5394 W\/

1540 V.
66 H—— Hidrogel con neomicina| bN?H 1100
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Niamero de onda (cm™)
Figura 22. Espectros IR de la neomicina, el y-PGA y el hidrogel cargado con neomicina
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Respecto a las sefiales correspondientes al grupo funcional carboxilo, se observa
una banda ancha entre los 2500-3500 cm™' correspondiente a la vibracion de
estiramiento de OH y una banda en 1726cm-' asignada a la vibracién de
estiramiento C=0. La disminucién de la intensidad de la banda del carbonilo de
acido en el hidrogel se atribuye al entrecruzamiento, dada la disminucion de grupos

carboxilos libres en la estructura.

En el caso del grupo funcional amida, en ambos espectros se observan dos bandas.
Las bandas en 1630 cm' fueron asignadas a la vibracion de estiramiento del C=0,
mientras que las bandas en 1534 cm-! en el polimero y 1540 cm-' en el hidrogel
cargado con neomicina se asignaron a la vibracion de flexion N-H de amina

primaria.

En el espectro de la neomicina la banda N-H aparece localizada en 3024 cm™,
mientras que en el hidrogel esta banda se localiza en 3270 cm' lo cual puede ser
producto de las interacciones entre las cadenas del polimero y el farmaco. La banda
localizada en los 1023 cm™" en el espectro de la neomicina se asigno al estiramiento
de C-O-C, la presencia de esta banda en el hidrogel hacia los 1100 cm-! corrobora
la presencia del farmaco en la matriz polimérica y su desplazamiento de 1023 cm™"
a 1100 cm™" se puede atribuir a la existencia de interaccién entre el farmaco y el

polimero.

4.2.2 Analisis Termogravimétrico (TGA)

En las Figuras 23, 24 y 25, se presentan los termogramas correspondientes al analisis
por TGA y su derivada de la neomicina y de los hidrogeles de y-PGA sin farmaco y
cargados con sulfato de neomicina respectivamente. Los porcentajes de pérdida de
peso y las temperaturas a las que estas tuvieron lugar en cada uno de los materiales,

se muestran en la tabla 1.
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Figura 23. Termogramas TGA y DTG neomicina
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Figura 25. Termogramas TGA y DTG Hidrogel y-PGA con neomicina

Tabla 1. Resultados analisis TGA, de la neomicina y de los hidrogeles sin farmaco

y cargados con

sulfato de neomicina

Perdida de H.0
Temperatura (°C), pérdida de
masa (%)

Perdida por degradacion térmica
Temperatura (°C), masa perdida
(%)

Neomicina

47°C (4%)

238 (22%); 290°C (43%)

Hidrogel y-PGA

71.4 °C (3.4%)

219.6 °C (14.7%); 296.5 °C (39.7%)

Hidrogel con

neomicina

50°C (2.71%)

235°C (17%); 324 °C (44%)

Los resultados obtenidos de los analisis termogravimétrico mostrados en la tabla 1,

reflejan las temperaturas de descomposicion térmica de la neomicina, del hidrogel

de y-PGA, y del hidrogel cargado con farmaco, las cuales inician a 238°C ,219°C y

235°C respectivamente. Como se puede apreciar el hidrogel con sulfato de

neomicina comienza a descomponerse a una temperatura ligeramente menor que
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el farmaco pero mayor respecto al hidrogel sin farmaco, evidenciandose un aumento
en la estabilidad térmica de los hidrogeles dadas las interacciones con el sulfato de

neomicina.

4.2.3 Microscopia electréonica de barrido

Se realizé la caracterizacién morfolégica de los hidrogeles cargados con sulfato de
neomicina mediante un analisis por microscopia electrénica de barrido (SEM). Los
resultados obtenidos no presentan grandes diferencias respecto a los reportados
por otros autores [39] para hidrogeles de poli(acido-gamma-glutamico) sin farmaco.
En la Figura 26 se observan las micrografias de la superficie de los hidrogeles con
neomicina a una magnificacion de a) 350X, b) 500X y c) 700X. De acuerdo con las
imagenes obtenidas, se puede apreciar que se trata de un material con estructura
porosa, lo cual permitira la posterior liberacion del farmaco desde la matriz

polimérica. Los tamafos de poro medidos se encontraron entre 24 y 27 um.

y
|

L) W 18y S

b)
Figura 26. Microscopia Electrénica de Barrido de Hidrogeles de y-PGA con neomicina.
Magnificacién a) 350X, b) 500X y c) 700X
4.3 Ensayos in vitro de liberaciéon del sulfato de neomicina

El comportamiento de la liberacién de un farmaco cargado en un hidrogel depende

de varios factores, entre los que se encuentran: la naturaleza quimica de los
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polimeros que forman el gel y el farmaco, la

composicion y estructura del hidrogel y

las condiciones experimentales del medio de liberacion como el pH y la temperatura

[4]. En este estudio, se determinaron los efectos del pH y la temperatura sobre la

tasa de liberacion de sulfato de neomicina trihidratado para hidrogeles de

poli(acido-y-glutamico).

En las Figuras 27 y 28 se muestran los resultados para este estudio a valores de

pH de 5y 7.4 a las temperaturas de 25°C y 37°C. Cada experimentos se realizd por

triplicado y los resultados mostrados son promedios de estas repeticiones.
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Fiaura 27. Ensavo de liberacién a 25°C
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Teniendo en cuenta que los hidrogeles en cuestion se desean emplear en la
fabricacion de un parche transdérmico se decidi6 realizar el estudio de liberacién a
un pH cercano al pH de la piel y a pH neutro con el objetivo de poder visualizar qué
pasaba con los porcentajes de liberacidon del farmaco al variar este parametro. Este
criterio también fue tomado para justificar la eleccidn de las temperaturas de trabajo,
las cuales fueron la temperatura ambiente y la temperatura corporal. El medio de

liberacion fue un buffer de fosfato salino (PBS).

En el caso de la variacion del pH pudimos observar que aumento la liberacion de
68.86% a 88.07% a la temperatura de 25°C y de 79% a 97.53% a la temperatura de
37°C, cuando pasamos de pH 5 a pH 9. Este fendbmeno puede deberse al numero
de grupos carboxilos libres en el hidrogel, tomando como punto de partida que el
pKa del poli(acido y-glutamico) toma valores entre 4-4,8 [29]. En el pH acido, como
es un valor cercano al pKa, al menos la mitad de los grupos carboxilos se encuentra
de forma no ionizada (-COOH) los cuales pueden estar interaccionando ya sea con
el farmaco o con otras cadenas del polimero y por ende una menor liberacién del
sulfato de neomicina. En el caso del pH basico, al ser mayor que el pKa del polimero,
en este los grupos carboxilos se encuentran de forma ionizada (-COO") lo cual
provoca la disociacién entre las interacciones del polimero con el farmaco, una
mayor separacion entre las cadenas dada la repulsion electrostatica entre las

mismas y por tanto una mayor liberacién.

Al evaluar el efecto de la temperatura obtuvimos una mayor liberacion a medida que
esta aumentd, liberandose a 25°C como maximo el 88.07% de sulfato de neomicina,
mientras que a 37°C se logré una liberacion maxima del 97.53% del farmaco, ambos
a pH 9. El aumento del porcentaje de liberacion se debe a la disociacion de las
interacciones intermoleculares entre las cadenas del hidrogel y el farmaco a 37°C,
lo cual provoca que las cadenas se separen propiciando una mayor liberacion del
farmaco cargado. En general los hidrogeles mostraron una liberacién controlada del
sulfato de neomicina y en la mayoria de los casos el equilibrio se alcanzé cercano

a los 240 minutos, excepto a pH 9 que se alcanzé a los 200 min.
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4.4 Ajuste de la liberacion a modelos matematicos.

Después de obtener los datos experimentales, se evaluaron los diferentes modelos

matematicos en sus formas linealizadas tal y como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Modelos matematicos en su forma lineal

Nombre del modelo

Ecuacion linealizada

Korsmeyer-Peppas

Ln (%> = nLn(t) + Ln(K)

M,
Higuchi M . os
M =kt
Orden Cero M,

Se escogid el que presentdé un mejor coeficiente de correlacion. Para todos los

casos se seleccionaron los puntos por debajo del 60% de liberacion, es decir sélo

hasta M/M~ < 0.60 como lo recomiendan varios autores en sus publicaciones

[84,85]. Los valores de los coeficientes de correlacion obtenidos para cada modelo

se presentan en la siguiente tabla 3

Tabla 3. Coeficientes de correlacion obtenidos con el ajuste a modelos matematicos

Liberacion R? Orden R? Higuchi R? Korsmeyer-
Cero Peppas
pH 5 25°C 0.8958 0.9829 0.9975
37°C 0.9508 0.9794 0.9990
pH 7.4 25°C 0.9189 0.9861 0.9929
37°C 0.9454 0.9793 0.9989
pH9 25°C 0.9581 0.9733 0.9951
37°C 0.9873 0.9540 0.9914
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El modelo que presentd el mejor ajuste fue el modelo de Korsmeyer-Peppas para
ambas temperaturas estudiadas, puesto que el coeficiente de correlacion presento
valores entre 0.9914 y 0.9990. Los valores del exponente de liberacion ny de la
constante cinética k fueron calculados, los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 4.

Tabla 4. Exponente de liberacion n y constante cinética K de modelo Korsmeyer-Peppas

Liberacion n Kp
25°C 0.5799 0.090
pH 5
37°C 0.5033 0.079
25°C 0.5958 0.089
pH 7.4
37°C 0.6839 0.093
25°C 0.9616 0.150
pH 9
37°C 0.9739 0.158

De acuerdo con los valores del exponente n, es posible proponer el mecanismo
mediante el cual ocurre la liberacion. Cuando n toma valores cercanos a 0.5, indica
que la liberacién sigue un comportamiento fickiano, siendo la difusion el principal
mecanismo implicado. Cuando toma valores cercanos a 1 indica que la liberacion
esta controlada por procesos de relajacion de las cadenas en la matriz polimérica.
Como los valores de n en este estudio se encuentran entre 0.5 y 1 esto indica un
mecanismo de liberacidon en el que influyen ambos procesos: la relajacion de las
cadenas poliméricas y la difusion, por lo tanto se considera un mecanismo de

difusion “anémala”.
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4.5 Ensayo in vitro de citotoxicidad

Los resultados obtenidos en el experimento de citotoxicidad de los hidrogeles
realizado mediante la preparacion de diluciones del material a diferentes
concentraciones y evaluadas en los dias 1, 2 y 3 se pueden observar en la Figura
28. De acuerdo con el procedimiento estandarizado ISO 10993 para pruebas de
Citotoxicidad in vitro, se considera citotdxico a un material si su viabilidad es menor
a 70%.
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Figura 29. Evaluacién de la citotoxicidad para diluciones de hidrogel de y-PGA

Los resultados del ensayo arrojaron que las disoluciones con mayor concentraciéon
de hidrogel resultaron citotoxicas, siendo estas las de 50 mg/mL y 100 mg/mL,
mostrando una viabilidad celular inferior al 65% en los tres dias evaluados. Para el
caso de las disoluciones mas diluidas (3.125 mg/ml, 6.250 mg/mL y 12.5 mg/mL),
los resultados mostraron una viabilidad celular superior al 100% del numero total de
fibroblastos empleados para el ensayo. En el caso de la disoluciéon de concentracion
25 mg/mL mostré una viabilidad favorable superior al 70%. Teniendo en cuenta todo
esto se puede plantear que aunque el poli(acido-y-glutdmico) es considerado un
polimero biocompatible, en el caso de hidrogeles obtenidos a partir de este
biopolimero, la biocompatibilidad de los mismos depende de la concentracion en

que estos se encuentren en el medio de cultivo.
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5. Conclusiones

» Se sintetizaron hidrogeles de poli(acido-y-glutamico).

= Se corroboré la presencia del farmaco en el hidrogel y su interaccién con
el y-PGA mediante la senal C-O-C de la neomicina en el espectro
infrarrojo del hidrogel. Mientras que la disminucién de la intensidad de la
banda del grupo carbonilo del acido carboxilico se atribuyé al
entrecruzamiento quimico.

» Los hidrogeles cargados con el farmaco mostraron una estructura porosa.
Por otro lado, la presencia del farmaco evidencié una mejor estabilidad
térmica en el hidrogel.

» El porcentaje de liberacién aumenté a medida que aumentaron tanto el
pH como la temperatura, alcanzandose el equilibrio a los 240 minutos
excepto para el pH 9 a 37°C que se alcanzé a los 200 min. El mejor ajuste
se obtuvo para el Modelo de Korsmeyer-Peppas y segun los valores
calculados del exponente de liberacion, esta ocurre mediante un
mecanismo de difusion anomala.

» Los hidrogeles de poli(acido-y-glutamico) muestran una biocompatibilidad
dependiente de su concentracion en el medio de cultivo. Resultando
citotéxicos a 100 mg/mL y 50 mg/mL, mientras que son biocompatibles a

las concentraciones de 25 mg/mL, 12.5 mg/mL, 6.125 mg/mL y 3 mg/mL.
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. Recomendaciones

Realizar ensayos de citotoxicidad en hidrogeles de poli(acido-y-glutamico)
cargados con sulfato de neomicina.

Realizar estudios de biodegradacion de los hidrogeles

Sintetizar hidrogeles de redes interpenetradas a base de poli(acido-y-

glutamico) y otros biopolimeros
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