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RESUMEN

En este trabajo se describe la sintesis de un nuevo hidrogel basado en los polisacaridos de
maltodextrina (MD) y quitosano (CS), los cuales fueron previamente modificados con
metacrilato de glicidilo (GMA) y anhidrido maleico (AM) respectivamente. Este hidrogel se
sintetizd con el objetivo de ser probado como un sistema de carga y liberaciéon de
vancomicina para su uso como apdsito en el tratamiento de heridas crénicas. Durante la
sintesis de los hidrogeles de poli(MD-co-CS), se varid la proporcion y concentracién de MD
y CS, asi como la concentracién de agente entrecruzante (NMBA) y tiempo de reaccién. Los
hidrogeles obtenidos se caracterizaron mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), andlisis termogravimétrico (TGA), calorimetria diferencial
de barrido (DSC), microscopia electrdonica de barrido (SEM). También, se determind su
capacidad de absorcion de agua (porciento de hinchamiento), alcanzando hinchamientos
de hasta 600%. Los perfiles de liberacion de vancomicina demostraron que el hidrogel logré
liberar hasta 66% de vancomicina durante las primeras 5 horas. Ademas, se investigo la
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli, mediante el
método de difusién de disco, presentandose una zona mayor de inhibicidn contra E. coli (31
1+ 1mm). La zona de inhibicién confirmé el efecto antimicrobiano de los hidrogeles cargados
con vancomicina. Por ultimo, el hidrogel de poli(MD-co-CS) con 2.5% de NMBA presentd un
100% de viabilidad celular en estudios in vitro en células de fibroblastos humanos 1132SK,
con un tratamiento de una duracién de 24 h, por lo que se propone que los hidrogeles

pueden ser buenos candidatos para usarse potencialmente como apdsitos para heridas.
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INTRODUCCION

Un apdsito es definido como un producto sanitario empleado para cubrir y proteger una
herida. La finalidad de un apdsito es la reepitelizacion del tejido dafnado y en consecuencia
la cicatrizacion de la herida. Para conseguir esto, se deben tener en cuenta los factores que
promueven la cicatrizacion de las heridas. Sin embargo, el uso de estos dispositivos
biomédicos implica importantes riesgos de infeccién [1, 2]. Una vez que el agente patégeno
se adhiere a la superficie, prolifera rdpidamente creando barreras protectoras en forma de
peliculas compuestas de complejos de mucopolisacaridos conocidas como biopeliculas 6
“biofilms”. De esta forma se requiere que los biomateriales eviten la proliferacién de dichos
agentes patogenos, es decir, tengan propiedad antimicrobiana para aumentar su potencial
uso como dispositivo biomédico, pero ademads que sean biocompatibles y que mediante
ciertos mecanismos pueda llevar a cabo la funcion de cargar y liberar de forma prolongada

el medicamento.

Especialmente, los hidrogeles basados en polimeros naturales han sido estudiados para el
tratamiento de heridas debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, actividad
antibacteriana, alta capacidad de retencion de fluidos, adhesién a tejidos y su facil
disponibilidad [3]. Ademas, son capaces de actuar como transportadores de farmacos y
controlar la liberacién de agentes antimicrobianos [4]. Hidrogeles basados en polisacaridos
tales como quitosano, celulosa y alginato han sido reportados para este propdsito [4—6].
Particularmente, la maltodextrina (MD) es un polisacdrido obtenido a partir de la hidrdlisis
parcial del almiddén y es considerada biocompatible, biodegradable y segura para consumo
humano y/o sus potenciales aplicaciones [7, 8]. Estas propiedades hacen de la MD un
potencial candidato para la preparacion de hidrogeles biocompatibles/biodegradables para
aplicaciones biomédicas tales como liberacién controlada de farmacos, inmovilizacién de

enzimas ingenieria de tejidos, etc. [9, 10].

Por su parte, el quitosano (CS) es un polisacarido pH sensible cuya principal fuente de
produccién es la hidrélisis de la quitina en medio alcalino. Este biopolimero es el mas

abundante encontrado en la naturaleza después de la celulosa y ha sido usado ampliamente
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en la industria de alimento y farmacéutica debido a su excelente biocompatibilidad y
biodegradabilidad [11, 12]. Sin embargo, el CS es poco soluble en soluciones acuosas
neutras/alcalinas asi como en disolventes organicos lo cual restringe su aplicacién
biomédica. No obstante, la presencia de grupos hidroxilo y amino dentro de su estructura
permite su modificacion mediante el injerto de moléculas funcionales que pudieran mejorar
su solubilidad y proveerle de propiedades bioldgicas especificas. Ademas, el CS podria
proveer propiedades antimicrobianas y antifungicas como ya ha sido previamente

reportado para este polisacdrido [13].

Por lo tanto, este proyecto de investigacién contempla la sintesis y caracterizacién de
hidrogeles basados en MD y CS para su uso como sistemas de liberacién de agentes
antimicrobianos en la preparacion de apdsitos para el tratamiento de heridas. Previamente,
MD y CS serdan modificados con metacrilato de glicidilo y anhidrido maleico respectivamente
para proveerlos de grupos funcionales susceptibles a ser polimerizado via radicales libres.
Los hidrogeles seran cargados con vancomicina (un agente antimicrobiano de amplio
espectro) y se llevardn a cabo los estudios de liberacién a condiciones de pH y temperatura
fisiolégicos. (7.4 y 37 °C respectivamente). Se probara su actividad antimicrobiana contra
Escherichia coli (E. coli) y Staphylococcus aureus (S. aureus) y ademas se realizaran ensayos
de citotoxicidad in vitro para determinar la viabilidad celular de los hidrogeles en

fibroblastos.
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CAPITULO |I. ANTECEDENTES GENERALES

1.1 Heridas en la piel

La piel, el 6rgano mas grande del cuerpo humano, cumple una funcién muy importante ya
qgue es fundamental para la supervivencia del sistema bioldgico. Es un sistema de defensa
que ayuda a proteger al cuerpo de infecciones microbianas, actuando como barrera fisico-
guimica contra patégenos y dafios ambientales externos. Las personas se enfrentan a
lesiones que causan defectos en la piel, debido a que es la region del cuerpo mas afectada
por dafio provocando lesiones graves como hematomas, Ulceras y cortes profundos, los

cuales pueden ser causados por factores fisicos, bioldgicos y quimicos [14-16].

Las lesiones cutaneas se dividen en dos tipos: a) agudas, que se curan entre 8 y 12 semanas,
y b) crénicas que pueden tardar meses y en algunos casos hasta afios en curarse por
completo. Las lesiones agudas suelen ser causadas por lesiones como quemaduras,
laceraciones o abrasiones, donde los pasos normales de curacion en las heridas agudas son
la hemostasia, inflamacién, proliferacion y remodelacién; para una cicatrizacién
satisfactoria es necesario mantener en un ambiente humedo en la herida y educar bien al
paciente para el cuidado de la misma. En este tipo de heridas, la eliminacidon de desechos
daninos y tejidos necrdticos, exploracidn de lesiones subyacentes, control y cierre de
infecciones son pasos importantes en su tratamiento. Ademas, en algunas ocasiones al
haber heridas contaminadas, éstas deben dejarse abiertas para evitar que se desarrollen

infecciones anaerdbicas [16, 17].

Por otro lado, las heridas crdnicas son causadas por factores como vasculatura inadecuada
o cualquier otro factor que impida la curacion normal, como diabetes, atencién primaria
inadecuada e infecciones microbianas causadas por la presencia de patdégenos como
hongos y bacterias (S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, etc.) convirtiéndose en un problema de
salud grave, en particular en la cicatrizaciéon de heridas. Cabe destacar que las heridas

crénicas incluyen ulceras de pie diabético, ulceras por presién y Ulceras vasculares, por lo
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cual en los ultimos afos se han desarrollado una amplia variedad de biomateriales para

tratarlas [17][18].

1.1.1 Tratamientos convencionales de heridas

El método mds comun para el cuidado de una herida son los apdsitos tradicionales los cuales
incluyen gasas, algoddén y vendajes; su objetivo es la proteccién de la herida a
contaminaciones externas. Sin embargo, este tipo de apdsitos no mantienen un ambiente
humedo en la herida, lo cual causa adherencia a la zona afectada y fibras en las que se
envuelve el tejido nuevo a medida que el exudado se coagula y la herida cicatriza de tal
manera que no ayuda a acelerar la cicatrizacion de las heridas. Por lo tanto, en los ultimos
afios se ha implementado el desarrollo de hidrogeles basados en materiales poliméricos

gue han acelerado el desarrollo de la ingenieria de tejidos de piel [19].

1.1.2 Avances en tratamientos para heridas

En 1962, Winter establecié uno de los principios fundamentales para el tratamiento de las
heridas demostrando que se requiere de un entorno humedo para tener como resultado
una buena y rdpida cicatrizacion de la herida. Dado este descubrimiento, se han utilizado
hidrocoloides e hidrogeles en las heridas para proporcionar el ambiente himedo deseado

y asi mejorar el desbridamiento [20].

Los hidrocoloides son apdsitos bioactivos con dos capas, una interna con particulas
coloidales hidrofilicas y una capa externa de poliuretano resistente a las bacterias; son una
combinacidon de agentes formadores de gel (carboximetilceulosa, gelatina y pectina),
elastomeros y recubrimientos adhesivos. Su aplicacidén se basa en una matriz que forma un
gel al entrar en contacto con la superficie de la herida, para proporcionar un entorno
humedo para asi proteger el tejido y ayudar en la regeneraciéon del mismo. Es utilizado en

heridas crdnicas y heridas de gran espesor [21, 22].

10
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Los apdsitos a partir de hidrogeles de igual manera mantienen la humedad en el sitio de la
herida, tienen una alta capacidad de absorcién del exudado y promueven la proliferacién
de fibroblastos asi como la migracidn de queratinocitos, los cuales son importantes para la
cicatrizacion de heridas [23]. Se han desarrollado apdsitos de hidrogel con mejora en sus

propiedades, obteniendo aplicaciones como inyectabilidad [24], adhesividad [25], actividad

antibacteriana [26] y liberacion de farmacos[27].

1.2 Hidrogeles

Los hidrogeles son redes tridimensionales compuestas por cadenas de polimeros
hidrofilicos reticulados, las cuales pueden ser moldeadas en cualquier forma o tamafio y
pueden absorber hasta mil veces su peso seco de agua o fluidos bioldgicos [28]. Se preparan
de dos formas diferentes: polimerizacidon tridimensional (Figura 1) donde el mondmero
hidrofilico se polimeriza en presencia de un agente de reticulacidon polifuncional, o
mediante la reticulacion directa de polimeros solubles en agua como se muestra en la Figura

2 [29].

Polimerizacién

Monémero Reticulante
soluble en bifuncional
agua

Purificacién e
hinchamiento en agua

Hidrogel

Figura 1. Sintesis de hidrogeles mediante polimerizacion tridimensional [29].

11
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Figura 2. Sintesis de hidrogeles a partir reticulacion de la preparacion de polimeros solubles en

agua [29].

Los hidrogeles son flexibles, biodegradables, biocompatibles y tienen una estructura blanda
muy similar a la de un tejido biolégico. Presentan excelentes propiedades mecanicas, fisicas
y quimicas unicas, las cuales los hace muy apropiados para su uso en dreas biomédicas como
ingenieria de tejidos, aplicaciones de biosensores medicina regenerativa y sistemas de
liberacion de farmacos. Con la finalidad de aumentar las propiedades de los hidrogeles en
sus distintas aplicaciones, se ha implementado la preparacién de mezclas de hidrogel de al
menos dos polimeros ya que al mezclarlos se forman interacciones de puentes de
hidrogeno, van der Waals y electrostaticas en las cadenas de los polimeros, ayudando a
aumentar la densidad del entrecruzamiento y obteniendo propiedades viscoeldsticas y

tixotrépicas al compuesto final [30].

Los hidrogeles se clasifican como naturales, sintéticos o hibridos, segun la naturaleza de sus
componentes. Los hidrogeles de origen natural son biocompatibles y promueven procesos
biolégicos como la unién celular y curacidon de tejidos, mientras que los hidrogeles
puramente sintéticos tienen propiedades bioquimicas y mecdnicas mas consistentes. Los
hidrogeles de origen natural se pueden crear utilizando precursores de biopolimeros de

diferentes clases estructurales como los polisacaridos (alginato, acido hialurdnico) vy

12
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péptidos/proteinas (colageno, gelatina, fibrina). También se clasifican segun la forma en la

que se entrecruzan (Figura 3) [31].

-Natural -Fisico
-Sintético® Construccion Mecanismo -Quimico
-Hibrido en bloque
Reticulacién
Clasificacion

de hidrogeles

-Seifiales fisicas

-Inyectable (luz y temperatura)
-implantable Sensibilidad -Sefiales quimicas
H
L. Administraciéon Ambiental (PH)

-Seiiales bioldgicas
(enzimas, antigenos)

Figura 3. Clasificacion de hidrogeles.

1.3 Hidrogeles basados en polisacaridos

En los ultimos afos, aumentd el interés por el desarrollo de hidrogeles basados en
polisacaridos como biomateriales inteligentes debido a que poseen propiedades como
biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad. Los polisacaridos comunmente
utilizados para preparar hidrogeles para aplicaciones relacionadas con biomateriales
incluyen el almidén [32, 33], carboximetilcelulosa [34], alginato [35], quitosano [36],

celulosa [37], pectina [38], 4cido hialurdnico [39], entre otros.

Los diversos grupos funcionales de los polisacaridos policatidnicos pueden modificarse con
una amplia gama de ligandos, en las cuales se encuentran reacciones con aldehidos y
cetonas (base de Schiff), quelaciéon de metales, alquilacién, sulfonacién, carboximetilacion,
acetilacién por injerto, cuaternizacion y de la misma manera los grupos hidroxilo (-OH) los
cuales dan como resultado modificaciones quimicas como la sulfonacion,

carboximetilacidon, fosforilacién o hidroxietilaciéon [40]. Las modificaciones dan como
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resultado el proveer grupos funcionales susceptibles para los distintos tipos de obtencién

de los hidrogeles a partir de polisacéridos.

1.3.1 Maltodextrina

La maltodextrina (MD) es un polisacdrido producido a partir de hidrélisis parcial del
almidoén. Su estructura quimica (Figura 4) es formada a partir de unidades de D-glucosa
unidas por enlaces glucosidicos de a-1,4 o a-1,6, siendo una mezcla de cadenas que varian
de 3 a 17 unidades de glucosa. La MD es segura, econdmica y muy soluble en agua; ha sido
ampliamente utilizada en industria biomédica y alimentaria debido a su alta
biocompatibilidad y degradabilidad. En los ultimos afios, se ha implementado la
preparacidon de hidrogeles para aplicaciones biomédicas como liberaciéon controlada de

farmacos, inmovilizacidon de enzimas, ingenieria de tejidos, entre otros [9, 41-43].

HO o

HO

Figura 4. Estructura quimica de la maltodextrina.

1.3.1.1 Modificacion de maltodrextrina.

La formacion de hidrogeles a base de MD presenta limitantes por su alta solubilidad en
agua, por lo que es necesario realizar una previa modificacién para llevar a cabo la
polimerizacién; el metacrilato de glicidilo (GMA) le da la propiedad de dotar sus restos

metacrilicos y asi obtener una reaccién de reticulacién (ver la Figura 5) [44, 45].
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Figura 5. Modificacion de MD con metacrilato de glicidilo.

1.3.1.2 Hidrogeles basados en maltodextrina

Nickerson y col. (2006) crearon un sistema compuesto de biopolimero utilizando gelatinay
maltodextrina (MD) entrecruzada con fijadores no toxicos, para mejorar su
biocompatibilidad en nuevas aplicaciones alimentarias, investigando sus propiedades
fisicas (resistencia mecdanicas y capacidad de hinchamiento) y cambios en su morfologia.
Ellos encontraron que, mediante el control de la composicién, pH y agente de
entrecruzamiento se obtienen las morfologias y propiedades fisicas correspondientes a un

hidrogel de gelatina-MD personalizado [9].

Por su parte, Khan y col. (2010) desarrollaron hidrogeles de gelatina-MD entrecruzados con
genipina los cuales fueron cargados con fluoréforos de dextranos (FTIC-dextrano) para el
estudio de su comportamiento en pruebas de hinchamiento, carga y liberacion.
Concluyeron que la composicién del hidrogel afecta significativamente el comportamiento
de la liberacion de FTIC-dextrano y que un incremento del contenido de MD aumenta la
velocidad de liberacion del mismo. Ademas, observaron que al tener una combinacién
adecuada de densidad de entrecruzamiento, pH del disolvente y microestructura del
hidrogel se puede modular el hinchamiento lo cual permite obtener hidrogeles de gelatina-

MD que resultan ser una opcion viable para plataformas de liberacion controlada [46].
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Paulinoy col. (2011) sintetizaron un hidrogel magnético (ferrogel) a base de MD modificada
con GMA. El ferrogel fue sintetizado a partir de métodos convencionales con un
encapsulado de nanoparticulas de magnetita en una matriz polimérica. De acuerdo a los
métodos de caracterizacion utilizados, se confirmé el entrecruzamiento del hidrogel y una
excelente adherencia de las nanoparticulas en la estructura del hidrogel. Sus propiedades
como la alta elasticidad y sensibilidad a los campos magnéticos permitirian su aplicacion

como liberadores de farmacos, proteinas, etc., en sitios especificos del cuerpo humano [44].

Recientemente, Zuo y col. (2023), presentaron la sintesis de hidrogeles de MD, alcohol
polivinilico (PVA) y acido tanico (TA) a partir de la técnica de ciclo de congelacién y
descongelacién. Los resultados a través de DRX y FTIR demostraron una estructura de red
tridimensional formada por interacciones de hidrogeno entre MD, PVA y TA. La MD fue
utilizada debido a su capacidad de promover la proliferacién de los fibroblastos y ejercer un
efecto quimiotactico sobre los leucocitos polimorfonucleares. También, observaron que el
TA no solo actio como agente entrecruzante, sino que también dotd a los hidrogeles de
propiedades antioxidantes y antibacterianas. Ademas, reportaron que el hidrogel con
contenido de TA del 0.5%, mostré un potencial prometedor como materiales biomédicos

con efectos terapéuticos en la cicatrizacién de heridas [47].

1.3.2 Quitosano

El quitosano (CS) (Figura 6) es un biopolimero natural que presenta grupos amino reactivos
gue ayudan a la aceleracidén de cicatrizacidon de heridas, antimicrobiano, anticoagulante,
antibacteriano, antifungico, antitumoral, y hemostatico. Representa a la familia de
polisacaridos de poli-(beta-1-4) N-acetil-D-glu-cosamina, donde sus propiedades dependen

del grado de desacetilacion, peso molecular promedio, polidispersidad y estructura [4].

El CS se puede producir mediante la hidrdlisis de quitina alcalina o enzimatica, un proceso
conocido como desacetilacion. Los invertebrados (conchas de crustaceos o cuticulas de
insectos) y los hongos (envolturas de champifiones, algas verdes, paredes celulares y
levaduras) contienen quitina. El proceso de desacetilacién implica la eliminacién de los
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grupos acetilo del quitosano utilizando soluciones de hidréxido de sodio (NaOH), hidréxido

de potasio (KOH), mezclas de hidracina anhidra y sulfato de hidracina [48].

Las interesantes propiedades del CS como la biocompatibilidad, no toxicidad, baja
alergenicidad y la biodegrabilidad, permiten su uso en aplicaciones bioldgicas y biomédicas
como por ejemplo materiales para la cicatrizacidon de heridas, excipiente farmacéutico o
portador de farmacos, tratamiento de la obesidad y como andamio para ingenieria de

tejidos [49].

H H
oH o Desacetilacion 0
o) [ OH o
NaOH
n n
H NHCOCH; H NH,
Quitina Quitosano

Figura 6. Representacion de la reaccidn de desacetilacion de quitina para formar quitosano [50].

Sin embargo, el CS es poco soluble en soluciones acuosas neutras/alcalinas asi como en
disolventes organicos lo cual restringe su aplicacién biomédica. No obstante, la presencia
de grupos hidroxilo y amino dentro de su estructura permite su modificacion mediante el
injerto de moléculas funcionales que pueden mejorar su solubilidad y dotarlo de

propiedades bioldgicas especificas [13].

1.3.2.1 Modificacion de quitosano

Debido a su naturaleza hidrofilica e insolubilidad en ciertas condiciones fisioldgicas, los
hidrogeles de CS tienen aplicaciones limitadas en la administracion de farmacos y la
ingenieria de tejidos, sin embargo, las propiedades del hidrogel se pueden cambiar
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modificando el polimero, obteniendo dicha modificacion mediante reacciones en sus

grupos amino e hidroxilo [51].

El anhidrido maleico (AM) contiene grupos carboxilo que aumentan las propiedades
hidrofilicas de CS, el cual al contener grupos carboxilo aumenta la capacidad del intercambio
idnico y solubilidad, siendo una buena opcién para modificar este polisacarido (Figura 7)

[52].

“F N ﬁw@ A;:::::::: )WM W@ °

Quitosano N- malellqmtosano

OH

Figura 7. Modificacidon de CS con anhidrido maleico.

1.3.2.2 Hidrogeles de quitosano

Zhang y col. (2018) prepararon un hidrogel compuesto de CS, heparina y poli(acido y-
glutdmico), el cual fue cargado de antioxidantes para la cicatrizaciéon de heridas crénicas
como Ulceras del pie diabético. El hidrogel presentd una buena capacidad de hinchamiento,
comportamiento viscoeldstico tipico y apropiadas propiedades mecdanicas. En modelos de
ratas diabéticas, el hidrogel exhibié buenas propiedades fisicas y pudo promover la
reparacion del trauma crénico de manera efectiva, por lo cual se concluyd que es un apdsito

prometedor para la cicatrizacién de heridas [53].

Por su parte, Zhang y col. (2019) sintetizaron un hidrogel basado en lignina-CS-PVA como
aposito para heridas con actividad bactericida y antioxidante, alta resistencia mecénica y
gran deformacién por traccion. Anadieron lignina para una mejora en la capacidad de

absorcién y resistencia mecanica del hidrogel y comprobaron que los grupos sulfonato de

18



]

la lignina formaron enlaces idnicos con los grupos amino del CS, aumentando asi la
resistencia mecdnica del hidrogel. Se demostré que acelera la cicatrizacidon de heridas en
comparacion con un hidrogel de CS y PVA y puede ser utilizado en una amplia variedad de
aplicaciones médicas [54]. Ese mismo afio, Xue y col. (2019) reportaron la preparacion de
un hidrogel de quitosano-Matrigel-poliactiamida (CS-M-PAM), donde el CS dotdé de
actividad antimicrobiana para promover la regeneracion tisular y acelerar el proceso de
cicatrizacidon de heridas. Ademas, este hidrogel presenté propiedades hemostaticas y
adhesivas, las cuales le confieren excelentes propiedades para ser usado como apdsito
bioactivo en heridas de piel [55]. Por otro lado, Igbal y col. (2020) sintetizaron un hidrogel
a partir de una mezcla de quitosano/poli(alcohol vinilico)/goma guar (CS/PVA/GG)
utilizando como agente entrecruzante formaldehido. La mezcla fue caracterizada mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM), FT-IR y DRX. Por otro lado, las pruebas de
hinchamiento sugirieron que la reticulacién afecta la hidrofilia de los hidrogeles. Ademas,
los resultados del estudio de la actividad antimicrobiana contra S. aureus, E. coli y B. subtilis
indicaron que los hidrogeles podrian ser adecuados para su uso en aplicaciones

biomédicas [56].

Fuy col. (2021) prepararon perlas antibacterianas a base de hidrogel de quitosano-gelatina
(CS/GE), a partir de una reaccion de reticulacion entre ellos, desencadenada por radicales
foto inducidos generados por riboflavina, la cual, en compaiiia de CS y GE, le proporcionan
al hidrogel actividad antibacteriana contra E. coli. [57]. Recientemente, Wei y col. (2022)
desarrollaron hidrogeles de (CS) y alginato de sodio (SA). El CS dotd propiedades
hemostaticas, antimicrobianas y de citocompatibilidad, las cuales resolvieron dos
dificultades claves en las primeras etapas de cicatrizacién de heridas (hemostasia e
inflamacidn). A través de la investigacion histolégica de cicatrizacién de heridas in vivo, los
resultados muestran que los hidrogeles de CS/SA tienen un gran potencial como apdsitos
de hidrogel multifuncionales para la regeneracién de piel con citocompatibilidad
hemostatica, antibacteriana y sostenida para la reparacion normal de la piel [58]. En ese
mismo afio, Lungu y col. (2022), entrecruzaron CS con acido 2-formil-fenil-borénico para

producir un hidrogel, determinaron su biocompatibilidad y propiedades antimicrobianas. El
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hidrogel demostrd carecer de toxicidad contra fibroblastos dérmicos humanos y presenté

actividad antimicrobiana contra patégenos como E. coli, S. aureus y C. albicans [59].

Mds recientemente, Tatarusanu y col. (2023), desarrollaron nuevos hidrogeles inteligentes,
a base de diferentes relaciones de CS, CS oxidado (oxCS) y acido hialurénico (oxAH) como
agentes entrecruzantes. Mediante métodos espectrales confirmaron la presencia de
enlaces imino dinamicos en la estructura de los hidrogeles, los cuales respaldaron sus
propiedades de autocuracién y autoadaptacién. Fueron caracterizados mediante SEM,
grado de hinchamiento, pH y su matriz 3D por comportamiento reoldgico. Los hidrogeles

demostraron no ser citotdxicos y presentaron efectos antibacterianos sobre S. aureus [60].

1.4 Hidrogeles como transportadores de farmacos

Las propiedades fisicas de los hidrogeles, como lo es su porosidad, le imparte beneficios
muy importantes en la aplicacién de administracidon de farmacos. La porosidad depende de
la densidad de entrecruzamiento en la matriz del hidrogel y afinidad por el medio acuoso
en el que se hincha. Su porosidad y compatibilidad con medios acuosos les confieren el
potencial de ser vehiculos de administracidon de fadrmacos biocompatibles. Su velocidad de
liberacion depende de la difusién de la molécula o macromolécula a través de la red del
hidrogel. La estructura del hidrogel le da |la capacidad de deformarse dandole la ventaja de
adaptarse a diferentes geometrias de superficie en su aplicacién, esto combinado con sus
propiedades bioadhesivas, le da la ventaja de quedar fijo en el sitio aplicado y al no existir

una superficie horizontal se puede mantener en esa posicion. [61-63].

El método de liberacion de farmacos en hidrogeles se realiza mediante dispositivos o
matrices que permitan su liberacién, ya sea a través de la red del hidrogel o a través de
poros llenos de agua. Uno de los sistemas consta de una membrana de hidrogel que cubre
un nucleo, creando una capsula o esfera con una alta concentracién de farmaco en el centro
del sistema, esto para facilitar una tasa sostenida de liberaciéon de farmaco. De manera
similar, existe un sistema que produce una liberacidn sostenida e independiente del
farmaco, donde el sistema matricial opera a través de poros o de su red macromoleculary
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tiene una liberacion dependiente del tiempo, donde su liberacion inicial es proporcional a
la raiz cuadrada del tiempo constante como en el caso anterior, estos dos sistemas se

muestran en la Figura 8 [63].

a)

Reservorio de

farmaco

Hidrogel'y
farmaco disperso

Hidrogel y

farmaco disperso

Difusién del farmaco

desde la matriz que

contiene el farmaco
disperso

Figura 8. (a) Sistema donde el nticleo que contiene el fdrmaco estd recubierto de una membrana
de hidrogel y la concentracion del farmaco es mayor en el centro del sistema para su liberacion
constante. (b) Dispersion o disolucién uniforme del fdrmaco en toda la estructura tridimensional

del hidrogel mediante el suministro de matriz donde la liberacion es dependiente del tiempo [63].

1.5 Hidrogeles en la liberacidon de agentes antimicrobianos

Los hidrogeles son una alternativa para la preparacién de materiales antimicrobianos
usados como apdsitos para heridas. Esto se debe a su gran capacidad de absorber grandes
cantidades de agua que facilita la actividad inmunoldgica de las células, lo que es
importante en una buena cicatrizacién de heridas. No obstante, el mismo ambiente

hidratado puede promover infeccién bacteriana, por lo cual, se desean hidrogeles que
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proporcionen una acciéon antimicrobiana ademas de sus funciones principales (cicatrizacién

y suministro de farmacos) [18, 64].

Los agentes antimicrobianos mas comunmente utilizados en afos recientes son los
extractos bioldgicos (extracto de algas marinas, aloe vera, aceites esenciales, etc.) y los
antibidticos, siendo estos ultimos los mas efectivos hasta ahora. Dentro de los antibidticos
de uso comun utilizado para hidrogeles antimicrobianos se encuentran amoxicilina,

ampicilina, celosporina, gentamicina, ciprofloxacino, vancomicina, entre otros [65].

La Vancomicina (Figura 9) es un antibidtico que actua inhibiendo la sintesis de la pared
celular bacteriana y es utilizada para tratar infecciones graves y potencialmente mortales
causadas por bacterianas Gram-positivas y bacterias S. aureus resistentes a meticilina. Sin
embargo, la vancomicina en dosis altas (30 mg/kg/dia para adultos) tiene efectos
secundarios negativos y puede causar nefrotoxicidad, ototoxicidad y reacciones de
hipersensibilidad. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos sistemas de
administracion de antibidticos que disminuyan los efectos secundarios ocasionados por los
tratamientos convencionales. Recientemente, se ha reportado que los hidrogeles son
candidatos muy prometedores para la entrega controlada de vancomicina en la zona

afectada [65-68].

Figura 9. Estructura de la vancomicina.
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Villanueva y col. (2016) prepararon un hidrogel a base de almidén reforzado con
nanoparticulas de cobre recubiertas de silice (Cu NPs). El hidrogel se sintetizé utilizando
urea y agua como plastificantes y distintas concentraciones de nanoparticulas de silice (SiCu
NP). Se analizé la actividad antimicrobiana de especies bacterianas Gram-negativas (E. coli)
y Gram-positivas (S. aureus); demostrando que los hidrogeles conservan una buena
actividad antimicrobiana por lo que tiene un alto potencial para aplicaciones en diversos

campos clinicos, como apésitos y rellenos para heridas [69].

Por su parte, Kumary col. (2019) desarrollaron hidrogeles de PEG-CS para la administracién
controlada del antibidtico ciprofloxacino y albumina de suero bovino (BSA, proteina modelo
para aplicaciones antibacterianas) para prevenir infecciones y acelerar cicatrizacién de
heridas crdnicas. Se encontrd que los hidrogeles eran citocompatibles y no citotdxicos para
las células de mamiferos y que tenian resiliencia mecanica. Estos biomateriales inhibieron
el crecimiento bacterial debido a la presencia del CS en las redes del hidrogel. Del mismo
modo, el hidrogel demostrd una liberacidn sostenida de antibiéticos por hasta 24 h y una
actividad bactericida contra E. coli por hasta 12 h. Por otro lado, los estudios con BSA
revelaron que proporcionan una liberacion sostenida de proteinas [70]. Ese mismo afio,
Fun-Chin y col. (2019) reportaron la sintesis de un hidrogel antimicrobiano de citrato de
almidoén, a partir del entrecruzamiento fisico del almiddén, alcohol polivinilico (PVA) y
polietilenglicol (PEG) por medio de la técnica de congelacidn y descongelacién. El hidrogel
demostré una excelente actividad antimicrobiana contra bacterias como E. coli,
Staphylococcus pyogenes (bacterias Gram-negativo), Salmonella thypimurium vy
Streptococcus aureus (bacterias Gram-positivo). Del mismo modo, el hidrogel de citrato de
almidén cargado con penicilina G mostrd actividad antimicrobiana sinérgica contra
bacterias resistentes a multiples antibidticos (Salmonella thypimurium, E. coli (015:H7) y
Control de E. coli (ATC 2925)). Los autores concluyeron que el hidrogel posee un alto
potencial aplicacion como vehiculo de administracién de fdrmacos antimicrobianos y podria

mejorar la eficacia de los antibidticos [71].

Pino-Ramos y col. (2021) reportaron la fabricacién de hidrogeles altamente entrecruzados

con excelentes propiedades mecdanicas a partir de agar y acido acrilico por medio de
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radiacion gamma el cual promovié la reticulacion. De igual manera, se investigd su
capacidad de absorcidn de agua y pH critico; realizaron pruebas in vitro contra E. coli y S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA) revelando que el hidrogel tiene una capacidad
considerable para cargar nanoparticulas de plata (AgNP), lo que le confiere actividad
antimicrobiana. Como resultado, estos hidrogeles sintéticos pueden ser utilizados para
aplicaciones biomédicas como apdsitos para heridas por quemaduras y prevencion de

infecciones bacterianas en la piel afectada [72].

Por su parte, Mallick y col. (2021) combinaron el oligosacdrido de CS (CO) con
carboximetilcelulosa (CMC) para crear un hidrogel biocompatible y una eficiente
administracion de farmacos. El hidrogel de CO y CMC fue combinado con glutaraldehido,
alcohol y agua destilada como agente entrecruzante y caracterizado mediante microscopia
Optica y resistencia mecdnica. Ademas, los autores determinaron la composicién ideal para

sus funciones en la liberacidn de acido salicilico como agente antimicrobiano [73].

Meléndez-Ortiz y col. (2021) crearon hidrogeles antimicrobianos basados en MD mediante
copolimerizacién con acido acrilico (AAc) o acrilamida (AAm) con nanoparticulas de ZnO.
Las pruebas de hinchamiento revelaron que los hidrogeles con poliacrilamida tienen mayor
capacidad de hincharse que los que contenian acido poliacrilico. De igual manera,
demostraron actividad antimicrobiana en los hidrogeles cargados con ZnO contra E. coliy
S. aureus y concluyeron que debido a sus propiedades antimicrobianas y de hinchamiento,
estos hidrogeles podrian usarse en el campo biomédico, particularmente como apdsitos
para heridas [45]. Los mismos autores llevaron a cabo el injerto de un hidrogel de MD y poli
(acido acrilico) (PAAc) utilizando N-maleilquitosano como reticulante en gasas de algodén.
Las gasas injertadas fueron capaces de cargar vancomicina e inhibir el crecimiento de las
bacterias E. coli y S. aureus y el uso del CS como reticulante tuvo un efecto sinérgico

favorable contra las bacterias. [74].

Por su parte, Wang y col. (2022), sintetizaron un hidrogel a base de CS, tioacetal a base de
cinamaldehido (CTA) y genipina (G) como agente entrecruzante para su uso como apédsito
de heridas agudas. El objetivo de este apdsito fue tratar las heridas asociadas a MRSA.
Descubrieron que el hidrogel CS-CTA-G cargado con vancomicina mostré una rapida
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cicatrizacion de heridas asociadas a MRSA en pruebas in vivo e in vitro. También, el hidrogel
presento propiedades superiores en morfologia, reologia, hinchamiento, biocompatibilidad
siendo un excelente vehiculo para la liberacién controlada de farmacos para infecciones

bacterianas en la piel [75].

Mds recientemente, Akhlaghi y col. (2023) prepararon y caracterizaron un hidrogel de CS
con nanoparticulas de ZnO, el cual fue cargado con vancomicina para mejorar su efecto
antimicrobiano. Demostraron que el hidrogel fue capaz de mantener y controlar la
liberacion de la vancomicina en respuesta a medios acidos durante 96 h. También,
emplearon el método de “Kirby-Bauer” de difusidon de disco en agar para sus estudios
antimicrobianos, los cuales demostraron una actividad antibacteriana eficaz contra S.

aureus y P. aeruginosa. [76].

En base a los antecedentes reportados anteriormente, en este trabajo se pretende
sintetizar un nuevo hidrogel basado en MD y CS el cual no ha sido reportado hasta la fecha
de acuerdo a una revisién bibliografica exhaustiva hecha recientemente. Este hidrogel sera
cargado con un agente antimicrobiano (vancomicina) para evaluar su actividad
antimicrobiana. Ademas, estos hidrogeles serdn evaluados como sistemas de carga vy

liberacion para determinar su potencial uso como apdsitos en el tratamiento de heridas.
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OBJETIVO GENERAL.

Preparar un hidrogel basado en los polisacaridos de maltodextrina (MD) y quitosano (CS)

mediante polimerizacion por radicales libres que presente propiedades antimicrobianas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Modificar MD con metacrilato de glicidilo (GMA) y CS con anhidrido maleico (AM) para

proveerles de grupos susceptibles a polimerizar via radicales libres.

2) Copolimerizar los polisacdridos modificados mediante polimerizacién por radicales libres
para obtener un hidrogel variando diversos pardmetros de reaccién tales como relacion

molar, concentracién de comondmeros y tiempo de reaccion.

3) Caracterizar los materiales preparadas mediante diversas técnicas fisico-quimicas tales
como espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), analisis termogravimétrico (TGA), calorimetria

diferencial de barrido (DSC) y microscopia electrdnica de barrido (SEM).

4) Estudiar el comportamiento de hinchamiento en agua de los hidrogeles, asi como la

carga y los perfiles de liberacién de vancomicina a pH 7.4.

5) Determinar la actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-negativas (E. coli) y Gram-

positivas (S. aureus) a los hidrogeles previamente cargados con el agente antimicrobiano.

6) Evaluar la viabilidad celular de los hidrogeles frente a la linea celular de fibroblastos

humanos sanos.
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JUSTIFICACION

La preparacion de hidrogeles basados en materiales biocompatibles es una estrategia
importante para la preparacion de apdsitos en el tratamiento de heridas. Particularmente,
la MD es considerada biocompatible, biodegradable y segura para consumo humano y/o
sus potenciales aplicaciones biomédicas. Estas propiedades hacen de la MD un potencial
candidato para la preparacion de hidrogeles biocompatibles/biodegradables. Sin embargo,
este tipo de polisacarido no pueden formar hidrogeles por si solos, necesitan previa
funcionalizacién, asi como el uso de agentes entrecruzantes y/o co-mondmeros para su

formacion.

Por otro lado, la modificacion del CS planteada en la propuesta permitird su uso como
comondmero en la formacién de hidrogeles con MD. Aunado a esto, debido a las
propiedades intrinsecas del CS, este puede contribuir a la actividad antimicrobiana del
hidrogel que serd sintetizado. Sin embargo, estos polisacaridos no pueden entrecruzarse
por si solos, por lo cual es necesario el uso de un agente entrecruzante que les permita
reaccionar quimicamente entre si para formar una red sélida, obtener el entrecruzamiento
de estos biomateriales poliméricos y lograr la formacién de un hidrogel con interés

biomédico.

Ademas, los resultados obtenidos a partir de esta investigacion podrian marcar pauta para
extrapolarlos hacia el estudio en la copolimerizacién con otros polisacaridos de interés

biomédico (alginatos, xilanos, carrageninas, etc).

HIPOTESIS

Es posible la preparacidon de hidrogeles basados en maltodextrina y quitosano mediante
polimerizaciéon por radicales libres capaces de cargar y liberar un agente antimicrobiano de
amplio espectro (vancomicina). Ademads, el quitosano modificado puede contribuir a la
actividad antimicrobiana del propio hidrogel. Se espera que el hidrogel presente un efecto

noble en fibroblastos humanos y por tanto no sea un material citotéxico.
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CAPITULO Il METODOLOGIA

2.1 Sintesis de MD modificada con GMA

Primeramente, una cantidad determinada de MD (4 g) se disolvié en 10 mL de agua
desionizada. Entonces, se afiadié una solucién de HClI (1.6 M) gota a gota hasta que se
alcanzé un valor aproximado de pH 3. Luego, se afiadié GMA (8 g) y la solucién se dejé en
agitacion por 24 h a 60 °C. La MD modificada con GMA se obtuvo mediante la precipitacion

en etanol, fue centrifugada y secada a 60 °C (Figura 10).

Centrifugado
Precipitacion
con Etanol i
e
GMA ” Secado

Agitacién por ' ' o
o

24ha60°C

MD-g-GMA

Figura 10. Procedimiento experimental de la sintesis de MD modificada con GMA.

2.2 Sintesis de CS modificado con MA

El CS se modificd con anhidrido maleico como sigue: 1.0 g de CS se disolvié en 33 mL de
agua y 0.3 mL de acido acético. Posteriormente, 2 mL de una solucidén de MA en acetona
(2.0 g) se afiadié gota a gota a la solucién de CS con agitacidn en un bafio de hielo. Después
de 15 min de reaccidn, la mezcla se colocd a temperatura ambiente y se agitd durante 24
h. El producto se precipitd en 100 mL de acetona, se decanté y se dejo secar a temperatura

ambiente para su posterior uso (Figura 11).

Precipitado en

Liofilizacién

MA + Acetona acetona
’ Decantacién

N-maleilquitosano
Agitacién constante
por 24 h

Figura 11. Procedimiento experimental de la sintesis de CS modificada con AM.
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2.3 Preparacion del hidrogel de poli(maltodextrina-co-quitosano)

En un matraz bola se disolvieron 500 mg de CS modificado en un volumen de 10 mL de agua
desionizada. Una vez disuelto se afiadieron, 500 mg de MD modificada con GMA hasta su
disolucién total. Entonces, se agregd como agente entrecruzante N,N’-metilen-bis-
acrilamida (NMBA) y el iniciador persulfato de amonio (APS, 5% en peso con respecto a la
cantidad de comondmeros). El matraz se sellé con una septa y se desgasificd con nitrégeno
durante 20 min para posteriormente colocarse en bafio de temperatura controlada a 60 °C
y agitacién constante por un tiempo determinado hasta la formacién del hidrogel. El
hidrogel fue lavado con agua para eliminar residuos de mondémeros sin reaccionar y se seco
en una estufa de vacio a 40 °C para su posterior caracterizacion. En esta parte se varié la
proporcién en peso de MD y CS (3:1, 1:1 y 1:3), cantidad de agente entrecruzante (2.5, 5,
10 y 20%), asi como el tiempo de reaccion (0.5, 1 y 4 h) para determinar su efecto en la

formacién del hidrogel (Figura 12).

Persulfato de 4+ NMBA

('/ amonio

-

( Lavado H,0
Desgasificar N, %

Agitacién constante Hidrogel Secado
260°C ﬁ

Figura 12. Procedimiento experimental de la sintesis de un hidrogel de poli(MD-co-CS).

2.4 Estudios de hinchamiento, carga y liberacion de vancomicina

2.4.1 Pruebas de hinchamiento

Se llevaron a cabo pruebas de hinchamiento para determinar la capacidad de retencién de
agua de los hidrogeles preparados. Para esto, los hidrogeles sintetizados (previamente
secados y pesados), se sumergieron en agua desionizada a temperatura ambiente y un

tiempo determinado. Transcurrido este tiempo, la muestra se saco, se elimind el exceso de
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agua y se pesO la muestra para posteriormente sumergirla nuevamente en agua. Se
construyeron graficas de la dependencia del porcentaje de hinchamiento con respecto al
tiempo (Figura 13). El tiempo de hinchamiento limite es determinado por el punto en el cual

el porcentaje de hinchamiento es constante. El porcentaje de hinchamiento se determina

con la siguiente ecuacion:

. . Ws =Wy
% de hinchamiento = TxlOO
0

Donde W; = peso del hidrogel hinchado, Wo= peso inicial del hidrogel.

H «+——Agua desionizada '
ﬁ ﬁ 0.00
0.00 E O Hidrogel g

Tiempo

% hinchamiento

Figura 13. Procedimiento experimental de pruebas de hinchamiento para los hidrogeles de
poli(MD-co-CS).

2.4.2 Cargay liberaciéon de vancomicina.

Para la carga del agente antimicrobiano, una muestra de hidrogel (previamente pesada
~30-50 mg) se sumergié en 0.5 mL de una solucidon de vancomicina (2 mg/mL), hasta
alcanzar el maximo de adsorcién. Una vez cargado el fadrmaco, el material se secé en una
estufa de vacio a 40 °C. Para los estudios de liberacion, una muestra de hidrogel cargada
previamente con vancomicina se sumergié en 10 mL de una solucién amortiguadora de pH
7.4 a 37 °C con agitacion moderada. La liberacion del agente antimicrobiano se monitored

a intervalos de tiempo determinados mediante espectrofotometria de UV a 280 nm (UV-vis
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JENWAY 7305). Para esto se tomd una alicuota de 2 mL al tiempo determinado y
posteriormente se devolvid al medio de liberacidon. Los experimentos se llevaron a cabo por

triplicado (Figura 14).

CARGA

Secado
- q Hidvoge! cargado q 25| @
O <«——Vancomicina de Vancomicina 4
Hidrogel Ho]
LIBERACION

Hidrogel cargado Aﬂénm

de V. ici i

e Vancomicina t1 Uv_v|s

Solucién t 7
amortiguadora ﬁ t . @
conpH=7.4 t
J 5 e

Absorbancia

Figura 14. Procedimiento experimental de la carga y liberacion de vancomicina para los hidrogeles
de poli(MD-co-CS).

2.5 Actividad antimicrobiana

Para determinar la actividad antimicrobiana de los hidrogeles sintetizados con 2.5y 5% de
NMBA a una proporcion en peso 1:1 (MD:CS), 5% de APSy 1 h de reaccién, se usé el método
de “Kirby-Bauer” también conocido como método de difusidon de disco, el cual es una
herramienta estandar que ayuda a medir la eficacia de los agentes antimicrobianos contra
microrganismos patdgenos [77]. La vancomicina es activa frente a bacterias Gram-negativas
y Gram-positivas, de acuerdo a esto se determind la actividad antimicrobiana para cada tipo
de cepa, en el estudio se utilizaron las bacterias modelo E. coliy S. Aureus disponibles en el
laboratorio. Cada cepa bacteriana (E. coli, ATCC-25922 y S. aureus, ATCC 29213) se inoculd
en caldo nutritivo marca BD Bioxion y se dejé crecer en una incubadora a 37 °C durante 24

h. La concentracion de bacterias fue ajustada a un valor de 1.5 x108 UFC/mL. Después se
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prepararon cajas Petri con 1 mL del inoculo de las bacterias a evaluar para posteriormente
afiadir un medio de soya de tripticaseina (10 mL) previamente esterilizado. Una vez que el
agar comienza a gelificarse se agrego el hidrogel a evaluar (=50 mg) y se mantuvieron en
una incubadora a 37 °C por 24 h. Luego del periodo de incubacién se midié el diametro de

la zona del halo de inhibicidn alrededor de las muestras de hidrogel (Figura 15).

N Agar de Soya
5 Tripticasa ¢
I &
" 1 mL de inoculo

= —E —>SS—»
& @ ?m »f:}m / 08 @@

g, -
1.5 x10° UFC/mL S. Aureus E. Coli Hidrogel Hidrogel
¢/Vancomicina

£
Medicion de o
halo de inhibicién

Figura 15. Procedimiento experimental por el método de “Kirby-Bauer” para la medicién de la

actividad antimicrobiana de los hidrogeles de poli(MD-co-CS).

2.6 Ensayos de citotoxicidad

Para determinar los ensayos de citotoxicidad, los cultivos de fibroblastos humanos sanos
1132SK (ATCC) se cultivaron en medio DMEM (Corning, Manassas, USA), suplementado con
suero bovino fetal al 10% (Corning, Manassas, USA) en una atmdsfera humidificada a 37 °C,
5% de CO2 y 95% de aire. Las células se sembraron en placas de 24 pozos (35,000 células
por pozo) 24 h antes del tratamiento. Luego, se realizé la preparacion del extracto,
afadiendo 10 mg de los hidrogeles en 1 mL de medio de cultivo DMEM, posteriormente se
incubd a 37 °C durante 24 h. Para el tratamiento de cultivo se adicionaron alicuotas de 100
pL de cada uno de los extractos a los cultivos de fibroblastos humanos 1132SK y se

incubaron durante 24 h a 37 °C. Al finalizar las 24 h de tratamiento, los cultivos celulares
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fueron fijados con 250 pL de formaldehido al 4% durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Después, se agregaron 250 pL de tincion cristal violeta (0.25%) durante 30 min a
temperatura ambiente. Enseguida, se retird el exceso de colorante mediante tres lavados
de agua corriente y se dejaron secar a temperatura ambiente. Al finalizar el secado, los
cultivos fueron fotografiados usado una camara digital Olympus EM-5 Mark Il con un
aumento digital de 5X. Después, los cultivos fueron destenidos usando 1 mL de SDS al 1%y

la absorbancia fue determinada a 570 nm en el lector de microplacas Multiskan FC (Thermo

Scientific).

2.7 Caracterizacion del hidrogel de poli(maltodextrina-co-quitosano)

2.7.1 Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia de FT-IR es una técnica de caracterizacion rapida basada en el método de
absorcion/transmisién en la cual nos da la informacién sobre los grupos funcionales y
estructurales caracteristicos de los componentes en el hidrogel. Este método de
caracterizacion pudo confirmar la modificacién del CS con el MA y de la MD con GMA a
través de sus bandas de vibracion. Del mismo modo, confirmar el entrecruzamiento del
hidrogel y la interaccidn entre los polisacaridos MD y CS. Los espectros se adquirieron en
un espectrofotdmetro FTIR Nicolet Magna 550, utilizando el método de reflectancia total

atenuada (ATR), en la regidn de frecuencia de 4000 a 450 cm™.

2.7.2 Analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

Se empled la técnica de TGA para determinar la estabilidad térmica del hidrogel y su
fraccién de componentes volatiles al monitorear la pérdida de masa calentando la muestra
a una velocidad constante. Por medio del DSC se identifican varias propiedades fisicas y

transiciones térmicas de los hidrogeles, se utiliza para estimar transiciones de fusién y al
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conocer su temperatura de transicién vitrea (Tg) ayuda a identificar su grado de
entrecruzamiento, esto debido que al formar hidrogeles se obtienen redes tridimensionales
entrecruzadas que generan poco movimiento en las cadenas, de tal manera que se
manifiesta un aumento de Tg en sistemas entrecruzados. El andlisis termogravimétrico se
realizd usando un termoanalizador TGA Q500 (TA Instruments) bajo una atmdsfera

controlada de nitrégeno desde temperatura ambiente hasta 800 °C a una velocidad de

calentamiento de 10 °C minL.

2.7.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Una morfologia porosa es caracteristica de un hidrogel, por lo tanto, a través de SEM se
estudid el hidrogel de poli(maltodextrina-co-quitosano), para determinar su
microestructura, tamafio y forma de porosidad, de tal modo que sea adecuada para su
aplicaciéon. Se utilizé un microscopio electrénico de barrido (SEM) FEI modelo Quanta 200
3D con detector de electrones secundarios (ETD). El analisis se llevd a cabo bajo las
condiciones de operacidn a 15 KV y distancia de trabajo (WD) de 10 mm. Las muestras de
hidrogel fueron previamente congeladas con nitrégeno liquido para realizar su corte

transversal y posteriormente fueron recubiertas con oro-paladio por 60 seg.

2.7.4 Resonancia magnética nuclear de protén (RMN H)

Las estructuras quimicas de la MD modificada con GMA y del CS modificado con AM fueron
confirmadas a través de RMN *H (400MHz), dicha caracterizacidn se realizd en un equipo
Bruker empleando agua deuterada (D,0) como disolvente. Se disolvieron de 10 a 15 mg de

material en un tubo de resonancia, obteniendo 16 “scans” de adquisicién.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS

3.1 Sintesis de modificacion de MD con GMA

La MD se modificé usando GMA mediante una reaccion entre el epéxido del GMA y el grupo
hidroxilo de la MD (Figura 16). El epdxido se abre y se unen con la finalidad de dotar a la
MD de restos metacrilicos en la superficie del material, que pueden reaccionar mediante
polimerizaciéon de radicales libres y permitir la unién del CS para la formacidn de hidrogeles.

La modificacién de la MD se confirmd mediante las técnicas de FTIR y RMN.

(o]
CH,
OH o
CH,
o
CH,OH CH; /
HO o] CH,
o o + 0 o _— HO o]
CH, ] o]
[}

HO
HO

n

Maltodextrina Metacrilato de Glicidilo MD-g-GMA

Figura 16. Mecanismo de modificacion de MD con GMA.

3.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Mediante los resultados de FT-IR se pudo confirmar las modificaciones de MD con GMA. En
la Figura 17 se observé que los espectros de FTIR de MD pristino y MD-g-GMA presentaron,
una banda amplia de 3302 cm™ la cual es perteneciente a vibraciones de estiramiento de
los enlaces de los grupos hidroxilo (O-H) y una banda de tensién de 2925 cm
correspondiente a enlaces C-H. También se mostré la presencia de bandas en 1643y 1352
cm™ las cuales indicaron la presencia de enlaces C-OH. Ademas dos vibraciones de 1452 y
1414 cm™ las cuales se atribuyen a vibraciones de tijera del CH; y las sefiales intensas de
1149, 1078 y 1014 cm™ se relacionan a los enlaces glucosidicos C-O-C de la MD. La
funcionalizacion de la MD con GMA se demostré mediante la banda adicional observada en
1707 cm™ correspondiente al grupo carboxilo (C=0) del GMA en el espectro de MD-g-GMA
[44, 74, 78-80].
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Figura 17. FT-IR de MD y MD modificada con GMA.

3.1.2 Resonancia magnética nuclear de protones (RMN)

Adicionalmente, la muestra de MD modificada con GMA fue caracterizada por resonancia
magnética nuclear de protén (*H RMN) para corroborar la incorporaciéon del GMA en su
estructura. En el espectro de la MD (Figura 18a), las sefiales de 3 a 4 ppm fueron asignadas
a los protones presentes en las unidades de glucosa dela MDena (1 - 4)ya (1 — 6)
(protones 2-6) mientras que la sefial en 5.4 ppm fue atribuida al protén sobre el carbono
anomérico [81, 82]. Por otro lado, en el espectro de la MD modificada con GMA (Figura
18b), la sefial en 1.90 ppm corresponde al metilo del GMA (protén 8) mientras que las
sefiales en 6.1 y 5.7 ppm fueron asignadas a los protones del doble enlace presente en la

estructura del GMA (protones 7) [83, 84] .
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Figura 18. Espectros de resonancia magnética nuclear de *H (400MHz), de: a) MD y b) MD
modificada con GMA en D-0.
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3.2 Sintesis de modificacion de CS con AM

La modificacién del CS con AM (Figura 19) ocurre a partir de la reaccion del grupo amino del
CS con el grupo carbonilo del AM, este Ultimo se rompe y ocurre una reaccién de amidacion.
Por lo tanto, el AM provee al CS de grupos carboxilo y le proporciona grupos susceptibles
(CH=CH) para reaccionar mediante polimerizacion de radicales libres con MD-g-GMA y
NMBA y de esta manera obtener el hidrogel de poli(MD-co-CS). La modificacién del CS con

AM se confirmd a partir del anélisis de los espectros de FTIR y *H RMN.

N-maleilguitosano

s -

Quitosano Anhidrido
Maleico

OH

Figura 19. Mecanismo de modificacion de CS con AM.

3.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

El analisis de FTIR se utilizé para corroborar la modificacion del CS con AM. En la Figura 20
se observa que el CS pristino mostré una banda muy amplia de 3602 a 3070 cm™ las cuales
indican la presencia de grupos O-H y N-H, mientras que la vibracién de estiramiento que se
observa en 2886 cm™ es correspondiente a un enlace alifidtico C-H. Del mismo modo, se
observaron sefiales de vibracion de estiramiento las cuales indican la presencia de grupos
carbonilos de amida (amida l) en 1651 cm™, flexién N-H a 1538 cm™ (amida Il) y estiramiento
N-H/C-N en 1355 cm™ (amida Ill). También se muestran picos intensos de 1158 a 868 cm
que indicaron la presencia de enlaces C-O-C y C-O de las unidades de D-glucosa. El espectro
de CS-MA presenta las sefiales tipicas del CS pristino, sin embargo, se observd una

disminucion de intensidad en la sefal de amida Il, un desplazamiento de la banda de amida
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| a 1623 cm™ asi como la presencia de una nueva banda en 1771 cm™ debido a la formacion
de nuevos grupos amida (CO-NH;) por la reaccion del MA con los grupos amina del CS. La

presencia de estas seiiales confirmaron la modificacién del CS con MA [74, 85—-88].
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Figura 20. FT-IR de CS y CS modificado con AM.

3.2.2 Resonancia magnética nuclear de protones (RMN)

Asimismo, se realizd la caracterizacion quimica del CS y CS modificado con AM mediante *H
RMN. En la Figura 21a se puede observar el espectro de CS en el cual se muestra la presencia
de un singulete a 3.10 pmm (protdén 2) y multipletes de 3.3 a 3.8 ppm (protones 3-6)
correspondientes a los protones del anillo glucosidico. Por otro lado, en el espectro de CS
modificado se observan adicionalmente, la presencia de sefiales en 6.23 y 6.35 ppm
(protones 8 y 9) las cuales se deben a los protones del tipo insaturado (CH=CH)
provenientes de la estructura quimica del AM lo cual corrobora su funcionalizacién con este

compuesto (Figura 21b) [89, 90].
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Figura 21. Espectros de resonancia magnética nuclear de H (400MHz), de: A) CSy B) CS
modificado con AM, en D,0.
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3.3 Sintesis de hidrogel de poli(maltodextrina-co-quitosano)

Se utilizdé la polimerizacién por radicales libres para la sintesis del hidrogel de
poli(maltodextrina-co-quitosano). El mecanismo propuesto para la formacién del hidrogel
poli(MD-co-CS) mediante polimerizacién por radicales libres se muestra en la Figura 22. El
proceso comienza mediante descomposicion térmica del iniciador (APS), ocasionando el
rompimiento homolitico de sus moléculas, produciendo radicales libres que reaccionan a
su vez con las moléculas monoméricas de MD-g-GMA, N-maleilquitosano y NMBA (agente
entrecruzante) reaccionando en el grupo C=C produciendo sitios activos (etapa de
iniciacion) (Figura 22a). Esto da como resultado la generacidén de cadenas en crecimiento,
(etapa de propagacion), la cual continua hasta la terminacion que puede ser provocada por
la combinacidon de cadenas en crecimiento. La estructura final propuesta (Figura 22b)
muestra que el NMBA presenté dos sitios activos y estos ayudan a que se unan las cadenas

de MD-g-GMA y N-maleilquitosano dando lugar a la formacién de la red entrecruzada.

La presencia de cada uno de los polimeros que conforman el hidrogel se confirmé mediante
FTIR, TGA y DSC. Por otro lado, la eleccidn del hidrogel para llevar a cabo pruebas de carga
y liberacién de farmaco, actividad antimicrobiana, asi como pruebas de citotoxicidad se
determindé mediante las condiciones mds apropiadas en su sintesis (relacién masica MD:CS,
concentracion de NMBA, tiempo de reaccidn) asi como a partir de los resultados de pruebas

de hinchamiento y morfologia determinada mediante SEM.
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La sintesis de los hidrogeles se basé principalmente en sus propiedades y estabilidad fisica

al terminar la reaccion, lo cual dependid significativamente de su proporcién en peso,

porcentaje de entrecruzante y tiempo de reaccion.

Como se puede observar en la Tabla 1, se sintetizaron hidrogeles de poli(MD-co-CS),
variando la proporcién en peso MD:CS (3:1, 1:1 y 1:3), cantidad de agente entrecruzante
(2.5, 5, 10 y 20%) y tiempo de reaccién (0.5 y 4 h), manteniendo constantes las otras

variables de reaccion (temperatura 60 °Cy 5% de APS).

El efecto de la relacion en peso para el material con relacion MD:CS 3:1 mostré una
formacién de hidrogeles inestables cuando se empled 10 y 20% de NMBA a 0.5 h de
reaccion. Por otro lado, cuando el contenido de NMBA fue de 2.5 y 5% se obtuvieron
pequeiios pedazos de hidrogel quebrazidos. Sin embargo, a tiempos mayores de 1 h de
reaccion, se observé que el hidrogel comenzaba a “desgelarse” volviendo a su forma liquida
al cumplir 4 h de reaccidn. Estos resultados pudieran deberse a que esta relacion de MD:CS,

con mayores contenidos de MD ocasionan fragilidad en el hidrogel.

Por otra parte, durante la sintesis de los hidrogeles con una proporciéon en peso 1:3 de
MD:CS y 0.5 h de reaccidn, se observd que el hidrogel presenté una mejor gelacién que
aquellas con una relacion 3:1. Ademas, la firmeza y consistencia del hidrogel aumenté al
incrementar el contenido de NMBA. Esto pudiera ser debido a que a una mayor cantidad
de NMBA el hidrogel presenta un mayor entrecruzamiento. De nueva cuenta, se observd
gue a esta relacién de MD:CS y 4 h de reaccidn, los hidrogeles perdian estabilidad

volviéndose quebradizos.

Por su parte, los hidrogeles sintetizados con una relacién MD:CS 1:1 a 0.5 h de reaccidn, con
2.5 y 5% de NMBA, presentaron una mejor estabilidad, en la sintesis, debido a que
presentaron mayor firmeza y no se rompieron en pequefios pedazos. Por otro lado, para los
hidrogeles sintetizados con 10 y 20% de NMBA se observaron hidrogeles mas firmes que

aquellos con relacion 3:1y 1:3, pero quebradizos al momento de su lavado.
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Tabla 1. Formulaciones y pardmetros de reaccion empleados durante la sintesis de

hidrogeles de poli(MD-co-CS) con tiempos de reaccion de 0.5y 4 h.

Relacion MD:CS | NMBA (%) | APS(%) T(°c) | Tiempo (h)
3:1 2.5 5 60 0.5y 4
3:1 5 5 60 0.5, 4
3:1 10 5 60 0.5, 4
3:1 20 5 60 0.5, 4
1:3 2.5 5 60 0.5, 4
1:3 5 5 60 0.5, 4
1:3 10 5 60 0.5, 4
1:3 20 5 60 0.5, 4
1:1 2.5 5 60 0.5, 4
1:1 5 5 60 0.5, 4
1:1 10 5 60 0.5, 4
1:1 20 5 60 0.5, 4

De acuerdo a las observaciones en las sintesis de los hidrogeles a 0.5y 4 h (Tabla 1), se opté
por sintetizar los hidrogeles de poli(MD-co-CS) a un tiempo de 1 h para poder obtener
hidrogeles con mayor estabilidad. Esto se debié a que, bajo observacién experimental, a
este tiempo no se observaba material liquido sin reaccionar (como se observaba a un
tiempo de 0.5 h) asi como a que este tiempo no se observaba un proceso de “desgelacién”

(como se observaba a 4 h).

La Tabla 2 muestra los experimentos llevados a cabo a 1 h de reaccion variando su
proporcién en peso MD:CS (3:1, 1:1 y 1:3), cantidad de agente entrecruzante (2.5, 5, 10 y
20 %) y manteniendo constantes las otras variables de reaccion (temperatura 60 °Cy 5% de
APS). Los hidrogeles de poli(MD-co-CS) sintetizados bajo estas condiciones, fueron

caracterizados mediante FTIR, TGA, DSC y evaluados mediante pruebas de hinchamiento y
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SEM para la eleccién de los hidrogeles mas adecuados para llevar a cabo los estudios de
carga y liberacion de farmaco, pruebas antimicrobianas y evaluacion de citotoxicidad.

Tabla 2. Formulaciones y pardmetros de reaccion empleados durante la sintesis de

hidrogeles de poli(MD-co-CS) con tiempo de reaccion de 1 h.

Relacion MD:CS | NMBA (%) APS(%) T(°C) Tiempo (h)
3:1 2.5 5 60 1
3:1 5 5 60 1
3:1 10 5 60 1
3:1 20 5 60 1
1:3 2.5 5 60 1
1:3 5 5 60 1
1:3 10 5 60 1
1:3 20 5 60 1
1:1 2.5 5 60 1
1:1 5 5 60 1
1:1 10 5 60 1
1:1 20 5 60 1

3.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Se utilizdé la técnica de FT-IR para caracterizar los hidrogeles de MD-co-CS (Figura 23)
preparados a diferente relacion MD:CS. Todos los espectros presentaron sefiales
caracteristicas de MD-g-GMA y N-maleilquitosano, lo cual confirmé la formacién del
copolimero. El hidrogel con relaciéon 1:1 de MD:CS mostré vibraciones de los grupos
hidroxilos presentes en MD-g-GMA, y los grupos O-H/N-H del N-maleilquitosano en el rango
de 3070 a 3609 cm™. De manera similar, las bandas en 1144, 1069 y 1017 cm™! se relacionan
con los enlaces glucosidicos C-O-C de la MD y CS. También se mostraron bandas de tension

de 2933 y 2881 cm correspondiente a enlaces C-H de CS y MD respectivamente y una
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flexion en 1711 cm™ debida a los grupos C=0 procedente de la MD. Sin embargo, en el
espectro del copolimero sintetizado con una relacién MD:CS 1:3 destacé la presencia de
sefiales mas intensas de los enlaces del tipo amida | (1636 cm™), amida Il (1534 cm™) y
NH/CN (1373 cm™) del N-maleilquitosano. Mientras que para aquellos sintetizados con una
relacién 3:1 y 1:1 de MD:CS presentaron una disminucidén de intensidad de las sefiales

provenientes del CS y permitié destacar la presencia de sefiales alrededor 1350 cm

caracteristicas de la vibracion de estiramiento de los enlaces C-OH de la MD-g-GMA.
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Figura 23. FT-IR de hidrogeles de poli(MD-co-CS) sintetizados con distintas relaciones
monomeéricas usando 5% de NMBA y 5% APS.

Ademas, los espectros de FT-IR de los hidrogeles preparados a diferentes tiempos de
reacciéon demostraron la formacidn del copolimero desde los 30 minutos (Figura 24a),
mientras que los hidrogeles sintetizados con diferente % de NMBA, exhibieron una
intensificacién en las sefiales de 1636 y 1523 cm™ conforme se incrementé el contenido de
entrecruzante, lo que se atribuy6 a la presencia de los grupos amida provenientes del NMBA

(Figura 24b).
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Figura 24. FT-IR de hidrogeles de poli(MD-co-CS) sintetizados a diferente a) tiempo de reaccién y

b) % NMBA. Relacion masica MD:CS 1:1y 5% de APS.
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3.3.2 Analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

Se realizé la caracterizacion mediante TGA para conocer la estabilidad térmica de los
hidrogeles sintetizados a diferente relacion MD:CS (Figura 25). Primeramente, la curva de
TGA de MD-g-GMA mostré una pérdida de masa abrupta del 82% en un rango de 230 a 330
°C debido a la descomposicién de las unidades D-glucosa. [45] La degradacién térmica del
CS pristino presenta dos pasos de descomposicién. La degradacién inicial ocurre en un
rango de 30 a 100 °C correspondiente a la pérdida de agua fisicamente absorbida en la
muestra, mientras que la segunda etapa comienza a 250 °C la cual esta relacionada con la
descomposicion de la estructura del biopolimero el cual se degrada por completo a 450 °C
[91, 92]. Por su parte, la curva de TGA de N-maleilquitosano mostré tres etapas de perdida
en masa: inicialmente ocurrio la pérdida de moléculas de agua en un rango de 25 a 123°C
(7.8%). La segunda pérdida (146 a 242 °C) corresponde a la descomposicidn de los grupos
de acido carboxilico del MA incorporado al CS (9.7%), mientras que la tercera pérdida ocurre
en un rango de entre 300 y 450 °C debido a la descomposicién de la cadena principal de la

estructura del CS (grupos glucosidicos) [93, 94].

Por otro lado, el termograma del hidrogel sintetizado con una relacién de MD:CS 3:1
presentd dos pérdidas de masa a diferentes temperaturas. La primera pérdida ocurrié en el
rango de 25 a 170 °C (8%) correspondiente a la remocidon de moléculas de agua presentes
en el hidrogel, seguida de una pérdida de masa del 28% en el rango de temperatura 190 a
340 °C debida a la descomposicién de los grupos glucosidicos de la MD y CS. Los
termogramas de relacion MD:CS de 1:3 y 1:1 presentaron pérdidas similares desde el inicio
con pérdida de masa en el rango de 25 a 170 °C por la descomposicion de moléculas de
agua y una disminucion significativa en el rango de 200 a 400 °C por descomposicion de los
grupos glucosidicos de la MD-g-GMA y N-maleilquitosano. Los resultados mencionados con
anterioridad confirman que, aunque los hidrogeles presentan residuos similares, el
copolimero con mayor contenido de MD (3:1 MD:CS) es mas estable térmicamente en

rangos de 190 a 300 °C.
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Figura 25. Curvas de TGA de hidrogeles poli(MD-co-CS) sintetizados a diferente proporcion en
peso.
Del mismo modo, se realizd un andlisis de TGA a los hidrogeles sintetizados a diferente
concentracion de agente entrecruzante (Figura 26a). Se observd que al aumentar el
contenido de NMBA, la estabilidad térmica se incrementé ligeramente, exhibiendo perdidas
de masa del 49y 33% en el intervalo de temperatura de 200-450 °C para los hidrogeles con
2.5 y 5% de NMBA, respectivamente. Con base a los resultados anteriores, fue posible
observar que los hidrogeles con 10y 20% de NMBA no mostraron cambios significativos en
su estabilidad térmica, ambos presentaron una tendencia similar en la pérdida total de

masa (36 a 40%) en un intervalo de temperatura de 200-450°C.

Por otro lado, en la Figura 26b se muestran las curvas de TGA de los hidrogeles sintetizados
a diferentes tiempos de reaccién. Se observd, que con el incremento del tiempo de reaccion
la estabilidad térmica disminuyd. La muestra sintetizada a 0.5 h presentd una pérdida de
masa de 52%, mientras que la sintetizada a 4h presentd una pérdida de masa de 61% en
una regién de temperatura de 200 a 500 °C. Lo mencionado anteriormente, se atribuyd a
gue como se observé experimentalmente, al incrementar el tiempo de reaccién posterior a
1 h el material exhibié una “desgelacion” durante su sintesis, mostrando fragilidad visible

en el material.
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Figura 26. Curvas de TGA de hidrogeles poli(MD-co-CS) sintetizados a diferente a) % de NMBA, y
b) tiempo de reaccién. Relacion MD:CS 1:1y 5% APS.

Los termogramas de DSC de N-maleilquitosano y MD-g-GMA se observan en la Figura 27. El
termograma del N-maleilquitosano mostré dos picos endotérmicos en 108 y 175 °C
correspondientes a la evaporacidon del agua y una posible descomposicion de fraccion
maleica respectivamente (de acuerdo al TGA del mismo, ver Figura 25) [92, 95]. Por otro

lado, el termograma de MD-g-GMA mostré una sefial endotérmica en 106 °C debida
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probablemente a humedad contenida en la muestra, asi como una sefial en 303 °C debida
a su punto de fusidn, la cual esta asociada a la degradacidn de grupos glucosidicos de la MD

(ver Figura 25).

Para tener un analisis mas detallado de los resultados obtenidos de DSC, se sintetizd una
muestra de hidrogel sin la presencia de CS para obtener un copolimero el cual se le
denomind como poli(MD-co-NMBA) (Figura 27d). Este copolimero exhibié un termograma
similar con aquel obtenido para el hidrogel con relacion MD:CS de 3:1 (Figura 27e).
Posteriormente, se pudo observar que al adicionar CS al hidrogel se presenta un
desplazamiento de la sefial 220 a 238 °C, sugiriendo que el CS aporta estabilidad térmica.
Asimismo, se observa que, al seguir incrementando el contenido de CS, los termogramas de
los hidrogeles MD:CS 1:1 (Figura 27f) y 1:3 (Figura 27g) presentaron mayor similitud a una
muestra conteniendo solamente CS y NMBA la cual fue denominada como poli(CS-co-
NMBA) (Figura 27c). Estos resultados sugieren la presencia de ambos materiales (MD y CS)

en el copolimero.
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Figura 27. Termogramas de DSC de a) N-maleilquitosano, b) MD-g-GMA, c¢) Poli(CS-co-NMBA), d)
Poli(MD-co-NMBA) y de hidrogeles poli(MD-co-CS) sintetizados a diferente relacion de MD:CS e)
3:1,f) 1:1, g) 1:3.
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3.4 Pruebas de hinchamiento

Se realizaron pruebas de hinchamiento para determinar la capacidad de absorcién de agua
de los hidrogeles sintetizados. En general, los hidrogeles mostraron diferentes porcentajes
de hinchamiento la cual dependié de los parametros de sintesis empleados (relacion

monomérica, tiempo de reaccidn y porcentaje de entrecruzante) (Figura 28).

De acuerdo al parametro de relacién masica MD:CS, los hidrogeles sintetizados con una
relacién 1:1 mostraron un mayor porcentaje de hinchamiento (400%), mientras que los
hidrogeles con relacion 1:3 y 3:1 mostraron porcentajes maximos de hinchamiento
alrededor de 318 y 195% respectivamente. Sin embargo, el hidrogel con relacién 3:1
(MD:CS) mostro fragilidad, lo cual lo hizo deficiente y presenté rupturas conforme avanzé

el estudio.

Por otro lado, en relacion a los hidrogeles obtenidos a diferente tiempo de reaccién, se
observé que la estabilidad de los hidrogeles obtenidos a 0.5 y 4 h no permitid realizar las
pruebas de hinchamiento adecuadamente debido a su fragilidad, siendo el copolimero
sintetizado a una hora de reaccidn el que presentaba mejores propiedades y un

hinchamiento por encima del 400% (Figura 28b).

Por ultimo, para los hidrogeles sintetizados a diferente concentracién de entrecruzante, se
pudo observar que entre mayor es el contenido de NMBA, menor sera su hinchamiento
(Figura 28c). Esto pudiera deberse a que al aumentar el porciento de entrecruzante el
tamafio de poro disminuye, debido a un mayor grado de entrecruzamiento lo que causa un
menor espacio para alojar moléculas de agua [96]. Ademas, se observd que el hidrogel
sintetizado con 2.5% de NMBA presento estabilidad e hinchamiento por encima de 600%
mientras que con 5% se obtuvo un hinchamiento solamente de 400%. Por otra parte, los
hidrogeles con 10 y 20% de NMBA, exhibieron un hinchamiento por debajo del 100%, este
comportamiento sugiere un aumento en el grado de entrecruzamiento, el cual restringe la
posibilidad de expansién de las redes en los hidrogeles y puede limitar su capacidad de
absorcién de agua [97]. En base a estos resultados, los hidrogeles sintetizados a una relacién
MD:CS 1:1, 1:3 y 3:1 con 5% de NMBA (y 2.5% NMBA para MD:CS 1:1) a 1 h de reaccidn,
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fueron caracterizados mediante SEM para determinar los hidrogeles mds adecuados para

carga, liberacion de farmaco, pruebas antimicrobianas y evaluacion de citotoxicidad.
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Figura 28. Pruebas de hinchamiento para los hidrogeles de poli(MD-co-CS) sintetizados a

diferentes condiciones de reaccion. a) relacion de comondémeros (5% NMBA y APS, 1 h de
reaccion), b) tiempo de reaccion (relacion 1MD:1CS, 5% NMBA y APS) y, c) % de NMBA (relacion
1MD:1CS, 5% APS, 1 h de reaccion)
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3.5 Morfologia

A partir de las micrografias presentadas en la Figura 29a obtenidas mediante analisis de
SEM, se observé que el poli(MD-co-CS) con una proporcién en peso 3:1 de MD:CS y 5% de
NMBA no exhibié una morfologia con estructura porosa propia de un hidrogel, por lo tanto,
se puede concluir que la fragilidad y rupturas del material al realizar las pruebas de
hinchamiento se deben al no presentar redes sélidas. De igual forma, en la micrografia
correspondiente al hidrogel con proporcion en peso MD: CS 1:3 (Figura 29b) y 5% de NMBA
presenta muy poca porosidad visible y algunas partes revelaron residuos de material sin

reaccionar (probablemente de MD-g-GMA o CS-AM).

0.1 mm ET0 1 G2E B barl

Figura 29. Micrografias SEM (500 y 750 aumentos) de los hidrogeles los hidrogeles de poli(MD-co-
CS) sintetizados a diferente proporcion en peso MD:CS a) 3:1y b) 1:3.

De acuerdo a los resultados anteriores, se procedid a observar la morfologia de los
hidrogeles de poli(MD-co-CS) con relacién 1:1 de MD:CS y contenidos de 2.5 y 5% de NMBA.
Las micrografias exhibieron que los hidrogeles presentaron una morfologia porosa y que las

dimensiones de sus poros variaron segun el contenido de NMBA. De acuerdo con el
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histograma en la Figura 30, el hidrogel con contenido de 2.5% de NMBA mostré una
distribucién de tamafos de poro entre 16 y 148 um. La linea continua corresponde al ajuste
de la curva de distribucién normal (Campana de Gauss) y propone un tamaio de particula
promedio de 50.61 um y una desviacién estandar de 1.25 um. Por otro lado, el hidrogel con
5% de NMBA mostro una distribucion de tamafios de poro entre 5a 128 um con un tamafo
promedio de 27.40 + 1.26 um. Los resultados de SEM indicaron que la dimensién de los

poros aumentd con menos contenido de entrecruzante, lo cual sugiere que posiblemente

presenta un menor grado de reticulacién [98].
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Figura 30. Micrografias de SEM (500 y 750 aumentos) e histogramas de distribucion del tamafio
de poro de los hidrogeles los hidrogeles de poli(MD-co-CS) con a) 2.5 y b) 5% de NMBA.

3.6 Estudios de carga y liberacion de vancomicina

En base a los resultados obtenidos en las caracterizaciones discutidas anteriormente, se
seleccionaron los hidrogeles sintetizados con una relacion MD:CS 1:1 a un tiempo de
reaccionde 1 hycon 2.5y 5% de NMBA para llevar a cabo los estudios de carga y liberaciéon

de vancomicina debido a que estos presentaron una adecuada manipulacidn y porcentajes
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de hinchamiento. La carga de vancomicina se llevé a cabo tomando la ventaja del
hinchamiento de los hidrogeles. Se consideré el porcentaje de hinchamiento de los
hidrogeles con 2.5 y 5% de NMBA (600 y 400% de hinchamiento respectivamente) en
relacion a el peso del hidrogel (~50mg), para su inmersién en una solucién de 2 mg/mL de
vancomicina, dando como resultado la adsorcién total en ambas muestras. Se utilizé una
concentracién de 2 mg/mL de vancomicina debido a que durante la carga del hidrogel se
utilizaron 0.5 mL de esta solucidn obteniendo una carga total de 1 mg de vancomicina en la
muestra del hidrogel. Esto dio como resultado una concentracién de vancomicina final en
la muestra de ~0.02mg de vancomicina/mg de hidrogel. Este contenido de vancomicina se
puede considerablemente superior a la concentracion minima inhibitoria (MIC) contra E.
coli (0.064 mg/mL) y S. Aureus (0.002 mg/mL) si se considera un volumen de liberacién de

10 mL (0.1 mg/mL) como se describe en la parte experimental [99, 100].

Los perfiles de liberacién de los sistemas mencionados anteriormente se observan en la
Figura 31. En esta figura se puede apreciar que la liberacion se completd en las primeras 5
h para ambos hidrogeles. Sin embargo, el hidrogel sintetizado con 2.5% de NMBA liberé un
66% de vancomicina, mientras que el hidrogel con 5% de NMBA mostré una menor
liberacién (27%). Este comportamiento de liberacidon pudo deberse a que, como se mostré
en las micrografias de SEM, (Figura 30) estos hidrogeles presentan un mayor tamafio de
poro lo cual puede contribuir a una liberacién de vancomicina mds rapida (a mayor tamafio

de poro, mayor liberacién) [101].

Recientemente, se ha informado del desarrollo de sistemas de administracién de
vancomicina a partir de hidrogeles que contienen CS. Mitra-Naeimi y col. (2020) describen
la preparacion de un hidrogel poroso a partir de CS, alcohol polivinilico (PVA) y
polietilenglicol (PEG) cargado con vancomicina para realizar pruebas como sistemas de
administracion de farmaco. Este material fue capaz de liberar hasta un 28 % de vancomicina
en 24 h, cuyo valor se vio afectado debido a que el tamafio de poro se redujo al incorporar

PEG en el hidrogel [77].
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Figura 31. Pruebas de liberacion de vancomicina para los hidrogeles de poli(MD-co-CS)

3.7 Actividad antimicrobiana

En este estudio, se evalud la actividad antimicrobiana de los hidrogeles de poli(MD-co-CS)
sintetizados con 2.5 y 5% de NMBA cargados y sin cargar con vancomicina contra diferentes
cepas bacterianas (E. coli, ATCC-25922 y S. aureus, ATCC 29213). Los resultados de estas
pruebas demostraron que ambos hidrogeles inhibieron eficazmente el crecimiento de las

bacterias (Figura 32).

Primeramente, los hidrogeles sin vancomicina no mostraron una zona de inhibicién en S.
aureus, lo que significa que no tuvo efecto antibacteriano, mientras que contra E. coli, los
hidrogeles con 2.5 y 5% de NMBA mostraron zonas de inhibicién muy similares (23 + 1.5y
22 + 1.5 mm respectivamente). Esta bioactividad se sugiere sea debida a la presencia del
CS, el cual es conocido por tener propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram-
negativas. La estructura poliaticénica del CS provee actividad antimicrobiana, debido a que
el pH ambiental esta por debajo del pKa del CS. En las bacterias Gram-negativas, el CS tiene
interaccion entre su estructura policatidnica y las estructuras anidnicas presentes en la

superficie de los microorganismos lipoposacdridos (bacterias Gram-negativas)[102, 103].
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Eaton y col. (2008), estudiaron el efecto antimicrobiano de CS contra las bacterias S. aureus
y E. coli a través de imdagenes de un Microscopio de Fuerza Atémica, observando un
deterioro celular, rugosidad superficial y agrupamiento celular. Reportaron que el CS con
bajo peso molecular (PM) tuvo un mayor efecto contra bacterias Gram-negativas, mientras
que el CS con alto PM una accién mas fuerte contra las bacterias Gram-positivas [104].
Ademas, Zheng y col. (2003), realizaron un estudio sobre la actividad antimicrobiana del CS
con diferente PM, demostrando que el efecto antimicrobiano sobre E. coli se fortalecié a
bajos pesos moleculares. También, concluyeron que el CS con bajo PM actiia como barrera
gue interfiere con la absorcién adecuada de nutrientes por parte de la célula microbiana
[105]. De acuerdo a lo descrito, en este trabajo se utilizé un CS de bajo PM, lo que confirma
la actividad antimicrobiana en E. coli para los hidrogeles de poli(MD-co-CS) sin farmaco.
Ademas, existen estudios sobre la concentracion minima inhibitoria (MIC) del CS en
bacterias como la E. coli, los cuales han reportado que se requiere de concentraciones
alrededor de 0.02 a 1 mg/mL de CS para su inhibicién total.[106] Lo anterior sugiere que la
concentracion de CS en el hidrogel sintetizado en este trabajo pudiera ser mayor a esta

concentracion.

Por otro lado, los hidrogeles cargados con vancomicina mostraron actividad ante las dos
bacterias estudiadas. Las zonas de inhibicién maximas fueron 31 £+ 1 mm vy 27 + 1.5 mm
contra E. coliy de 27 £ 1.5 mm y 22 = 1.5 mm de inhibicién contra S. aureus para los
hidrogeles con 2.5 y 5% de NMBA respectivamente. Estos resultados indicaron que los
hidrogeles cargados con vancomicina fueron eficaces contra estas bacterias. La vancomicina
actua uniéndose a los precursores de péptidos en la pared celular bacteriana, evitando el
entrecruzamiento de las cadenas laterales de peptidoglicano (polimero constituido por
azucares y amino acidos que envuelve las células bacterianas) y por lo tanto inhibe la
sintesis de la pared celular bacteriana [107, 108]. En la actualidad se han presentado otros
estudios de hidrogeles con presencia de CS con actividad antimicrobiana por el método de
difusion de disco. Mung-Sun y col. (2022) presentaron un hidrogel basado en CS, alginato
de sodio (SA) y glicerofosfato de sodio(GP), el cual por si solo presentd una inhibicién contra

E. coliyS. aureus de alrededor de 12mm para ambos casos. Ademas reportaron que, al igual
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que en nuestro trabajo, esto puede deberse a la actividad antimicrobiana que presenta el
CS. Por otro lado, el hidrogel CS/SA/GP cargado de vancomicina mostré una zona de
inhibicidn de hasta 22mm [109]. Lo anterior, confirma que en este trabajo se presentaron
zonas de inhibicidn mayores contra E. coli con y sin vancomicina para ambos contenidos de
NMBA (2.5 y 5%). Por otra parte, se puede concluir que la adiciéon de la vancomicina
beneficid la actividad antimicrobiana contra S. aureus. También, la vancomicina favorecio

el incremento de la actividad antimicrobiana contra E. coli.
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Figura 32. Evaluacion de efecto antimicrobiano por el método de difusidn de disco de los
hidrogeles poli(MD-co-CS). a) Resultados del diametro de zona de inhibicién para b) S. aureus y c)
E. coli de los hidrogeles con i) 2.5% NMBA, ii) 5% NMBA, iii) Van/2.5% NMBA vy iv) Van/5% NMBA.
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3.8 Evaluaciodn de citotoxicidad

Se determind la viabilidad celular de los hidrogeles de poli(MD-co-CS) con 2.5y 5% de NMBA
sin carga de farmaco, en la linea celular de fibroblastos 1132SK. Los resultados obtenidos
del tratamiento con los extractos derivados del hidrogel con 2.5% de NMBA demuestran
una viabilidad celular alrededor del 100% (Figura 33). Mohamed y col. realizaron ensayos
donde demostraron que la MD presenta una alta proliferacién celular en lineas celulares de
fibroblastos humanos mediante la incorporacién de bromodesoxiuridina (BrdU) y evaluados
por MTT [110]. Del mismo modo, Howling y col. (2001), exhibieron que el CS de bajo peso
molecular promueve la proliferacién de fibroblastos humanos C520 en comparacién con
pesos moleculares altos [111]. Por lo anterior, se sugiere que la MD y CS presentes en los
hidrogeles sintetizados con relacion 1:1 (MD:CS) y menor contenido de NMBA (2.5%)
promueven el incremento de la viabilidad celular. En contraste, el hidrogel con contenido
de 5% de NMBA presentd una toxicidad mayor obteniendo asi una viabilidad celular de 49%
(Figura 33). En consecuencia, se sugiere que una mayor concentracion de entrecruzante
afecta considerablemente la viabilidad celular. Thankam y col. (2014) sintetizaron un
hidrogel con un copolimero de poliéster y alginato, utilizando como agente entrecruzante
NMBA (3% respecto al copolimero), al cual se le realizé6 un ensayo de citotoxicidad en
fibroblastos L929. Ellos observaron que el hidrogel presentd una disminucién de hasta un
40% en la viabilidad celular [112]. Lo anterior, puede sugerir que la presencia del agente

entrecruzante NMBA puede tener un efecto en la supervivencia celular.

El Sistema Globalmente Armonizado de Clasificaciéon de productos quimicos (GHS)
establece los criterios armonizados para clasificar sustancias y mezclas con respecto a
peligros fisicos, para la salud y el medio ambiente. La clasificacién segiin GHS sobre el efecto
toxicolégico del NMBA indica que el valor con efecto tdxico para exposiciéon dérmica es de
1.141 mg/kg[113], sugiriendo que las cantidades empleadas durante la sintesis de estos
hidrogeles (~50 y 25 mg para hidrogeles sintetizados con 5 y 2.5 % de NMBA
respectivamente) son relativamente bajas para causar dafio dérmico a un ser humano

promedio.
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Figura 33. Viabilidad de fibrobastos 1132K expuestos a hidrogeles de poli(MD-co-CS) sintetizados
con 2.5y 5% de NMBA.
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4. Conclusiones

De acuerdo a los objetivos planteados en la presente investigacién y una vez analizando los

resultados, fue posible llegar a las siguientes conclusiones:

e Se obtuvieron hidrogeles de MD-co-CS mediante polimerizacién por radicales libres
utilizando NMBA como agente entrecruzante y APS como iniciador.

e La caracterizacion mediante FTIR, TGA, DSC y SEM confirmaron la formacién de
estos hidrogeles.

e Elgradodehinchamiento de los hidrogeles dependié de los pardmetros establecidos
durante su sintesis. De acuerdo a esto, los hidrogeles sintetizados con 2.5 y 5% de
NMBA, con una relacion 1MD:1CS, 5% de APS y 1 h de reaccién presentaron un
adecuado hinchamiento sin perder su consistencia, con valores por encima de 600
y 400% de hinchamiento respectivamente. De acuerdo a estos resultados, los
hidrogeles mencionados anteriormente fueron empleados para la cargay liberaciéon
de vancomicina.

e Las micrografias de SEM exhibieron que el tamano de poro de los hidrogeles
disminuyd conforme se aumentd el contenido de NMBA.

e Los perfiles de liberacién de vancomicina dieron como resultado que, la liberacién
del farmaco fue mayor en el hidrogel con 2.5% de NMBA.

e El estudio de la actividad antimicrobiana por método de difusidn de disco demostré
qgue el hidrogel por si solo es eficaz contra la bacteria E. coli, y al cargarse con
vancomicina es eficaz contra las bacterias S. aureus y E. coli.

e La prueba de citotoxicidad revelé que el hidrogel de poli(MD-co-CS) con 2.5% de
NMBA presentd una excelente viabilidad celular sin afectar a los fibroblastos de la

piel.
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