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RESUMEN

La administracién tépica de metronidazol es el tratamiento mas comun para la vaginosis
bacteriana. El medicamento se comercializa en cremas, lavados vaginales y supositorios.
Sin embargo, las presentaciones tradicionales son insuficientes para garantizar los
requisitos de permanencia del portador del farmaco en la mucosa vaginal debido a factores
como la postura ortostatica, que pueden conducir a terapias incompletas o desperdicio
innecesario del farmaco.

La poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAmM) es uno de los polimeros mas utilizados
en la produccion de hidrogeles debido a su sensibilidad a la temperatura. La temperatura
de transicion de fase del PNIPAAmM es de alrededor de 32°C, lo cual le permite mostrar una
respuesta termosensible a las temperaturas fisioldgicas. Por otro lado, el copolimero
poli(metil vinil éter-alt-anhidrido maleico) (PMVE-alt-MA) se ha utilizado para aplicaciones
biomédicas debido a su biocompatibilidad y propiedades mucoadhesivas, lo que optimiza
las interacciones del material con sustratos biolégicos y permite su retencién en el sitio de
la aplicacion.

En este trabajo, se reporta la sintesis y caracterizacibn de redes semi-
interpenetradas de PNIPAAmM y PMVE-alt-MA, como plataformas termosensibles y con
propiedades de adherencia para la liberacion controlada de metronidazol. Los hidrogeles
se obtuvieron mediante la polimerizacion in situ de la N-isopropilacrilamida en presencia de
diferentes composiciones del copolimero en solucién acuosa. Los materiales resultantes se
estudiaron mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, analisis
termogravimétrico, microscopia electronica de barrido y ensayos reoldgicos.
Adicionalmente, se realizaron mediciones de la cinética de hinchamiento a 25°C y 37°C, en
soluciones bufer (pH 4.5 y pH 7.4) y fluido vaginal simulado. Se evalud la cinética de
liberacion in vitro de metronidazol a temperatura fisioldgica. Los resultados demostraron el
potencial del sistema PNIPAAM/PMVE-alt-MA para el suministro de metronidazol en la

mucosa vaginal.
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ABSTRACT

The most common treatment for bacterial vaginosis is the topical administration of
metronidazole. This drug is marketed in creams, vaginal washings and suppositories.
However, traditional presentations fail to guarantee the permanence requirements of the
drug carrier in the vaginal mucosa due to factors such as the orthostatic posture, which can
lead to deficient therapies or unnecessary waste of the drug.

The poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm) is one of the most used polymers in
the production of hydrogels due to its temperature sensitivity. The phase transition
temperature of the PNIPAAm is around 32°C, which suggests its possible thermosensitive
response at physiological temperatures. Furthermore, the copolymer poly(methyl vinyl
ether-alt-maleic anhydride) (PMVE-alt-MA) has been used for biomedical applications due
to its biocompatibility and mucoadhesive properties, which optimizes the interactions of the
material with biological substrates and allows its retention at the application site.

In this work, we report the synthesis and characterization of semi-interpenetrating
networks of PNIPAAmM and PMVE-alt-MA, as thermosensitive platforms with adherent
properties for the controlled delivery of metronidazole. The hydrogels were obtained by in
situ polymerization of N-isopropylacrylamide in the presence of different concentrations of
copolymer in aqueous solutions. The resulting materials were characterized by Fourier
transform infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis, scanning electron microscopy
and rheological assays. Additionally, the swelling kinetics were measured at 25°C and 37°C
in both buffer medium (pH 4.5 and pH 7.4) and in simulated vaginal fluid. The in vitro release
kinetics of metronidazole were obtained at physiological temperature. The
PNIPAAmM/PMVE-alt-MA system exhibits attractive features for the metronidazole delivery

in the vaginal mucosa environment.
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INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, el interés sobre los materiales poliméricos ha aumentado
considerablemente, principalmente en el area de la biomedicina. Esto debido a que se
pueden modular las propiedades de los polimeros y desarrollar materiales biocompatibles
que pueden interactuar favorablemente con el sistema biolégico. EI término
biocompatibilidad en el caso de los materiales poliméricos se refiere a la tolerancia por parte
del organismo a dicho material, ademas, a la estabilidad quimica y fisica durante el tiempo
en que el material polimérico se encuentre en contacto con el organismo (Katime et al.,
2004; Pérez, 2015).

Los materiales poliméricos disefiados para ser empleados en el area biomédica
pueden responder a determinados estimulos internos o externos, este tipo de materiales
también son conocidos como sistemas inteligentes. Estos sistemas presentan cambios
significativos en sus propiedades quimicas y/o fisicas en respuesta a las condiciones del
medio que los rodea, como variaciones en la temperatura, pH, campo eléctrico, campo
magnético, entre otros (Escobar et al., 2002; Kost y Langer, 2001; Teichmann et al., 2015).

Los hidrogeles se encuentran dentro de los materiales con capacidad de respuesta
a estimulos. Estos sistemas son redes tridimensionales entrecruzadas de polimeros de
origen sintético y/o natural, caracterizados por la capacidad de absorber agua sin perder su
forma y por tener propiedades fisicas similares a las de los tejidos vivos. Debido a la
biodegradabilidad y biocompatibilidad de los polimeros que conformen el hidrogel, estos
materiales pueden ser considerados promisorios para su implementacion en sistemas de
liberacion controlada de farmacos, donde destacan los hidrogeles con respuesta a los
cambios de temperatura (Mahinroosta et al., 2018; Varaprasad et al., 2017).

Dentro de los polimeros mas empleados en la elaboracion de hidrogeles sensibles
a latemperatura se encuentra la PNIPAAm. Este polimero puede ser empleado en el disefio
de materiales de interés biomédico, debido a que presenta una temperatura critica inferior
de disolucién (LCST) de aproximadamente 32°C en solucion acuosa, la cual es cercana a
la temperatura corporal (37°C). Como consecuencia de la LCST, la PNIPAAm puede
presentar cambios en su estructura en funcién de la temperatura. A temperaturas mayores
de la LCST, un hidrogel de PNIPAAmM colapsa por deshidratacion de las cadenas
poliméricas. Por el contrario, cuando la temperatura es menor a la LCST, el material se
hidrata y las cadenas adquieren una conformacion preferencial extendida (Alf et al., 2011;
Carrero, 2015; Patra et al., 2016).
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Sin embargo, los hidrogeles monocomponentes de PNIPAAm presentan pobres
propiedades mecanicas, particularmente, una baja resistencia a la tensién; ademas, pueden
presentar problemas de biocompatibilidad y biodegradabilidad dentro del organismo. En
este sentido, es de interés la combinacién de la PNIPAAmM con otros polimeros para formar
hidrogeles hibridos que conserven sus propiedades termosensibles y superen las
mencionadas limitaciones (Coronado et al., 2011; Soledad, 2013).

Dentro de los polimeros aprobados por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés) se encuentra el copolimero poli(metil vinil
éter-alt-anhidrido maleico) (PMVE-alt-MA). Este polimero se ha utilizado en sistemas
poliméricos para potenciar las propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad de los
materiales. Ademas, las formulaciones basadas en PMVE-alt-MA son reconocidas por
presentar propiedades bioadhesivas que son activadas en presencia de humedad tras la
hidrdélisis del anhidrido. Lo anterior resulta atil en la elaboracién de materiales adhesivos
para la administracion localizada de farmacos (Demir et al., 2017).

En el 2015, Teichmann et al, prepararon peliculas compuestas por
PNIPAAmM/PMVE-alt-MA/PMVE mediante irradiacion con un haz de electrones, que se
emplearon en el cultivo de células endoteliales de tejido corneo. Se evalud la adhesion y
viabilidad celular obteniendo resultados favorables; las células que se adhirieron a las
peliculas mantuvieron una morfologia y funcionabilidad apropiada.

El interés en el uso de polimeros bioadhesivos como componentes de sistemas de
liberacion controlada de farmacos ha ido en aumento debido a las ventajas que este tipo de
materiales presentan; por ejemplo, la posibilidad de que el material se mantenga en
contacto con las superficies de mucosas durante periodos prolongados de tiempo y de
retener el farmaco en un sitio en especifico. Estas caracteristicas permiten superar los
inconvenientes de los sistemas de administracion de farmacos tradicionales, favoreciendo
la biodisponibilidad de algunos farmacos en zonas especificas y evitando la degradacion
enzimatica, asi como controlando los efectos secundarios inherentes a los farmacos (Demir
et al., 2017). En particular, los tratamientos usados para combatir la vaginosis bacteriana
se basan en la administracion tépica de metronidazol mediante el uso de formulaciones
basadas en cremas, geles o supositorios, los cuales no garantizan su permanencia debido
a diversos factores como la postura ortostatica, disminuyendo el tiempo de permanencia en
el sitio aplicado y la efectividad del tratamiento. Debido a esto se propone el uso de

formulaciones mucoadhesivas las cuales permitan una retencion prolongada en el sitio de
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aplicacion, aumentando la disponibilidad del compuesto activo y mejorando la efectividad
del tratamiento (Perioli et al., 2009).

Con base en los reportes de la literatura que muestran que los hidrogeles de
PNIPAAmM son candidatos para ser empleados en aplicaciones biomédicas, debido a que
pueden experimentar una transicion de fase a condiciones de temperatura y pH fisioldgicos;
y a los estudios en los que se demuestra que el uso de PMVE-alt-MA proporciona
caracteristicas de bioadhesividad a los hidrogeles y que este material ha sido aprobado por
la FDA para implementarse en dispositivos médicos, resulta promisoria la elaboracién de
hidrogeles compuestos por dichos polimeros con la finalidad de que puedan ser empleados
como sistemas de liberacion controlada de metronidazol en la mucosa vaginal (Pei et al.,
2003; Teichmann et al., 2015). Es importante mencionar que no se han encontrado a la
fecha, reportes en la literatura sobre la elaboracién de hidrogeles compuestos de PNIPAAmM
y PMVE-alt-MA

En el presente trabajo se prepararon redes semi-interpenetradas (semi-IPNs) de
PMVE-alt-MA en una matriz entrecruzada de PNIPAAm y se evalué su potencialidad para
la liberacion controlada de metronidazol en condiciones simuladas de la cavidad vaginal.
Se prepararon hidrogeles con diferente proporcion de sus precursores poliméricos y se
caracterizaron mediante espectroscopia FTIR, analisis termogravimétrico, microscopia
electrénica de barrido y ensayos reoldgicos. EI comportamiento termosensible se evalué
mediante mediciones de las cinéticas de hinchamiento a temperaturas de 25 y 37°C en
soluciones bufer pH 7.4, pH 4.5 y fluido vaginal simulado (FVS). Se obtuvieron las cinéticas
de liberacion de metronidazol desde las semi-IPNs a 25°C y 37°C en solucién bufer a pH
4.5y enFVS, a partir del estado xerogel. Los estudios demostraron el potencial del sistema
PNIPAAmM/PMVE-alt-MA para ser aplicado en el suministro de metronidazol en mucosa

vaginal para el tratamiento de la vaginosis bacteriana.
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HIPOTESIS

Los sistemas poliméricos de redes semi-interpenetradas de poli(N-isopropilacrilamida) y
poli(metil vinil éter-alt-anhidrido maleico) presentan potencialidad como sistemas

termosensibles en la liberacién controlada de metronidazol en ambiente vaginal.

OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar y caracterizar redes semi-interpenetradas de poli(N-isopropilacrilamida) y
poli(metil vinil éter-alt-anhidrido maleico), asi como evaluar su potencialidad en la liberacion

controlada de metronidazol en condiciones simuladas de la mucosa vaginal.

Objetivos Particulares

e Preparar redes semi-interpenetradas de poli(N-isopropilacrilamida) y poli(metil vinil
éter-alt-anhidrido maleico) de diferente composicion.

e Caracterizar estructuralmente los hidrogeles mediante las técnicas de FTIR, TGA,
SEM y ensayos reoldgicos.

e Evaluar el hinchamiento de las redes poliméricas semi-interpenetradas con
respuesta al pH y a la temperatura.

e Estudiar el comportamiento de los hidrogeles en la liberacion de metronidazol a

diferentes temperaturas en solucion bufer y en fluido vaginal simulado.

16



ANTECEDENTES

Hidrogeles

En 1960, Wichterle y Lim informaron sobre la copolimerizacion del metacrilato de 2-
hidroxietilo (HEMA) con dimetacrilato de etileno, desde entonces multiples investigaciones
se han centrado en el desarrollo de hidrogeles debido a sus aplicaciones en diferentes
campos de estudio. Los hidrogeles son materiales blandos con una estructura de red
tridimensional basada en polimeros reticulados que permiten la absorcién de cantidades
significativas de agua manteniendo la integridad estructural, lo que los hace ideales como
biomateriales para uso clinico. (Demir et al., 2017; Larrafeta et al., 2018).

Dependiendo de las propiedades del polimero y las condiciones experimentales
(Figura 1), las estructuras de red de los hidrogeles se pueden formar a partir de polimeros
naturales, sintéticos o una mezcla de ambos, reticulados por interacciones quimicas o
fisicas. Su capacidad para absorber liquidos se debe a la presencia de grupos de caracter
hidrofilico en las cadenas de los polimeros empleados para su elaboracién, como grupos
amino y carboxilo. Debido a esta caracteristica, los hidrogeles exhiben propiedades de
interés como capacidad de hinchamiento, permeacién, capacidad de almacenamiento,
biocompatibilidad, entre otras. Por otro lado, los segmentos hidrofébicos en las cadenas de
los polimeros pueden controlar la velocidad de hinchamiento y las propiedades mecanicas
de los hidrogeles (Coronado et al., 2011; Ferreira et al., 2018; Mahinroosta et al., 2018; Maji
et al., 2018).

El comportamiento biocompatible de los hidrogeles se atribuye a la naturaleza de
sus precursores poliméricos y a su capacidad para simular al tejido humano debido al alto
contenido de agua que puede contener la estructura, su consistencia suave, baja toxicidad
y estabilidad quimica. Estas caracteristicas promueven la aplicacion de estos sistemas para
diversos fines biomédicos como sistemas de liberacidon de farmacos, ingenieria de tejidos,
recubrimiento de heridas, lentes de contacto, etc. (Das et al., 2015; Gao et al., 2013; Haq
etal., 2017; Ju et al., 2001; Malasquez,2015)
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Figura 1. Representacion esquematica de los hidrogeles.

Clasificacion de los Hidrogeles

Los hidrogeles se pueden clasificar de acuerdo con diferentes parametros. La Tabla 1

resume los diferentes tipos de clasificacion.

Tabla 1. Clasificacion de hidrogeles con base en diferentes parametros.

Clasificacion de Hidrogeles

Reticulaciéon  Método de sintesis  Carga ionica Estructura Tamafio Origen
Quimico Homopolimérico Anidénico Amorfo Macrogeles Sintético
Fisico Copolimérico Catidnico Semi-cristalino Microgeles Natural
Multipolimérico Neutro Nanogeles Hibrido
Anfolitico

Particularmente, con base en la reticulacion o unién de la red tridimensional, se
pueden clasificar en dos categorias:
= Hidrogeles fisicos: Estan formados por una red tridimensional que se mantiene
unida por interacciones o enlaces no covalentes reversibles, generalmente del tipo
van der Waals o puentes de hidrogeno.
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Hidrogeles quimicos: Su red polimérica esta formada por enlaces covalentes cuya
ruptura implica la degradacion del gel. A diferencia de los hidrogeles fisicos, el
entrecruzamiento quimico no es reversible con la temperatura (Pérez, 2015).

En lo que respecta al hinchamiento, la entrada de agua a la estructura polimérica de

los hidrogeles quimicos no es capaz de romper los sitios de reticulacion, a diferencia de lo

que ocurre en los hidrogeles fisicos, donde el mecanismo de solvatacion puede llegar a

escindir la union entre las cadenas a medida que se introduce el agua a lared (Pérez, 2015).

De acuerdo con el origen de los polimeros que conforman el hidrogel, estos se

pueden clasificar en hidrogeles naturales, sintéticos o hibridos.

Hidrogeles sintéticos: son atractivos debido a que sus propiedades mecanicas,
estructurales y fisicoquimicas pueden ser facilmente controladas y reproducidas en
el laboratorio.

Hidrogeles naturales: Las principales ventajas de los polimeros de origen natural
son su amplia disponibilidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y bajo costo. La
principal desventaja de los polimeros naturales es que no tienen buenas
propiedades mecanicas

Hidrogeles hibridos: La mezcla de polimeros naturales y sintéticos pueden formar
hidrogeles con caracteristicas deseables como: biocompatibilidad, mejora de sus
propiedades fisicoquimicas y mecanicas comparadas con las de sus componentes

individuales.

Dependiendo del método de preparacion los hidrogeles pueden ser clasificados

como:

Redes homopoliméricas: Son redes reticuladas por un Unico tipo de unidad de
mondmero hidrofilico.

Redes copoliméricas: Se producen por el entrecruzamiento de cadenas formadas
por dos unidades monoméricas, al menos una de las cuales debe ser hidrofilica.
Redes multipoliméricas: Se producen a partir de tres 0 mas comonémeros que
reaccionan entre si.

Segun la naturaleza de sus grupos laterales, los hidrogeles pueden ser neutros (sin

carga), anionicos (carga negativa), catiénicos (carga positiva) y anfoliticos (ambas cargas).

Estos pueden mostrar carga positiva, negativa o neutra segun el pH en que se encuentren
(Mahinroosta et al., 2018; Ratner et al., 2013).
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En funcion de las caracteristicas estructurales de la red, los hidrogeles pueden ser
clasificados como amorfos (reticulacion covalente) o semi-cristalinos (con o sin reticulacién
covalente). En los hidrogeles amorfos las cadenas macromoleculares estan dispuestas
aleatoriamente, en cambio los hidrogeles semi-cristalinos se caracterizan por regiones
donde las cadenas se auto-ensamblan, formando estructuras ordenadas (Ratner et al.,
2013).

En funcién de su forma y tamano, los hidrogeles pueden formar sistemas coloidales
y segun el tamafo de particula se clasifican en:

= Macrogeles: Geles en el orden de milimetros a centimetros.
= Microgeles: Geles en el orden de micrometros.
= Nanogeles: Geles en el orden de nanémetros.
Esta caracteristica determina la ruta de administracion en que pueden emplearse los

hidrogeles como sistemas de liberacién de farmacos (Mahinroosta et al., 2018).

Sintesis de los Hidrogeles

Los hidrogeles se pueden preparar a partir de polimeros sintéticos y/o polimeros naturales.
Los polimeros sintéticos por lo general son de naturaleza hidrofébica y quimicamente mas
estables en comparacion con los polimeros naturales. Su estabilidad quimica da como
resultado una velocidad de degradacion lenta y permite conservar la resistencia mecanica
e integridad fisica del sistema por mayor tiempo, proporcionando mayor durabilidad.
Cualquier técnica que pueda usarse para generar un polimero reticulado puede ser
empleada para producir un hidrogel. Las polimerizaciones de entrecruzamiento por
radicales libres se usan comunmente para producir hidrogeles haciendo reaccionar
monomeros hidréfilos con entrecruzantes multifuncionales (Escobar et al., 2002; Pérez,
2010).

Los hidrogeles se pueden formar mediante reacciones simultdneas de
polimerizacién y entrecruzamiento. En estos casos, se requiere de tres componentes,
monomero, iniciador y entrecruzante. Para controlar el calor de polimerizacion y las
propiedades finales de los hidrogeles, se pueden usar diluyentes, tales como agua o
mezclas acuosas, que posteriormente pueden ser retiradas de la estructura durante la
formacion del xerogel. Luego, el hidrogel obtenido debe lavarse para eliminar las impurezas

que quedan del proceso de preparacion. Estas incluyen mondmero no reaccionado,
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iniciadores, entrecruzantes y productos no deseados producidos mediante reacciones

secundarias (Escobar et al., 2002; Pérez, 2010).

Las propiedades del hidrogel dependen en gran medida de las caracteristicas de los

monomeros que lo forman. En dependencia del tipo de aplicacién para la cual es disefiado,

se puede elegir entre un gran nimero de mondémeros. Estos mondémeros se dividen en tres

categorias:

Mondmeros con sustituyentes laterales no ionizables como: acrilamida, N-vinil-
pirrolidona, metacrilato de 2-hidroxietilo, entre otros.

Mondmeros con grupos funcionales ionizables como: los acidos acrilicos,
metacrilico, estiren-sulfonico, vinil sulfénico, e itacénico, aminas, entre otros.
Mondmeros con grupos laterales cargados zwiteridnicos o sales internas, donde el
sustituyente lateral consiste en dos grupos cargados y unidos a la cadena principal
(Escobar et al., 2002; Pérez, 2010).

Independientemente del tipo de polimerizacién y mondmeros a utilizar, es necesario

emplear un agente iniciador que desencadene la reaccién de polimerizacion. Entre el tipo

de iniciadores empleados en la sintesis de polimeros se encuentran:

Iniciadores formadores de radicales libres: producen la formacién de radicales
libres tras experimentar una rotura homolitica del enlace covalente que contienen.
Se emplean comunmente peréxidos y compuestos azo.

Iniciadores idénicos: producen iones como centros activos propagadores de la
cadena polimérica. Estos iones pueden ser carbocationes o carbaniones
dependiendo del tipo de iniciador.

Radiacion gamma: induce la reaccion de polimerizacion mediante el mismo
mecanismo de iniciacion por radicales libres, pero sin el empleo de iniciadores
quimicos (Seymour y Carraher, 2013).

Existen varios métodos de entrecruzamiento de la cadena polimérica, como son:
Entrecruzamiento por radiaciéon: se emplea radiacion ionizante de alta energia,
como los rayos gamma, rayos X, luz ultravioleta o emision de electrones para excitar
el polimero y producir la estructura entrecruzada.

Reaccion quimica: reaccion de polimerizacion o copolimerizacion 'y
entrecruzamiento, entre uno 0 mas mondémeros y un agente entrecruzante, el cual
puede ser un mondémero multifuncional que posee varios grupos reactivos en su

estructura (usualmente se utilizan bifuncionales o tetrafuncionales). El entrecruzante
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se une a la cadena principal formada por los monémeros a través de sus grupos

multifuncionales (Ahmed, 2013; Pérez, 2010).

Los hidrogeles se sintetizan comunmente mediante la polimerizacion de un
monomero hidrofilico con entrecruzamiento simultdneo o via post-polimerizacion, la
modificacion del caracter hidrofilico de un polimero con potencial para la formacion de un
hidrogel o mediante el hinchamiento de una estructura entrecruzada del primer polimero en

una solucién que contenga grandes cantidades del segundo polimero (Pérez, 2010).

Propiedades de los Hidrogeles

Las propiedades de los hidrogeles son consecuencia de diversos factores:

= Su caracter hidrofilico es debido a la presencia en su estructura de grupos polares
(-OH, -COOH, -CONHz2, -CONH, -SO3zH).

= No se disuelven en agua debido a la red polimérica tridimensional que forma su
estructura la cual proporciona integridad fisica y resistencia mecanica. El
entrecruzamiento en los hidrogeles se puede generar mediante enlaces covalentes
y fuerzas intermoleculares como puentes de hidrogeno, van der Waals,
interacciones idnicas, hidrofébicas, entre otras.

= La consistencia suave y elastica esta determinada por el monémero hidréfilo y la
baja densidad de entrecruzamiento del polimero.

= El estado de equilibro del hidrogel hinchado es el resultado del balance entre las
fuerzas osmaticas, originadas por el agua al entrar a la matriz polimérica y las
fuerzas cohesivas, que mantienen unidas a las cadenas poliméricas y que se
oponen a esta expansion (Pérez, 2015; Soppimath et al., 2002).

= Pueden presentar propiedades de adhesividad dependiendo de los polimeros

empleados para la sintesis (Garcia del Rio et al., 2019).
Propiedades de Bioadhesividad
La bioadhesion se refiere a la union de macromoléculas sintéticas o naturales a un tejido
biologico. La mucoadhesion se considera un caso particular de bioadhesion, cuando la

adhesion ocurre entre un material y glucoproteinas mucosas (mucina) o membranas

mucosas (Palmeira de Oliveira et al., 2015).
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El disefio de las formulaciones bioadhesivas esta enfocado al desarrollo de
productos con alta biocompatibilidad. Los polimeros principalmente empleados cuentan con
baja toxicidad, biocompatibilidad con el tejido y alta resistencia elastica. Con referencia a
las teorias de la mucoadhesién, varios grupos estructurales y funcionales de polimeros
pueden tener un efecto sobre la probabilidad y el grado de interaccion polimero/moco. El
potencial para la modificacién o el control de tales propiedades poliméricas puede permitir
la adaptacion especifica de los sistemas mucoadhesivos de suministro. Los polimeros
mucoadhesivos tienen numerosos grupos hidrofilicos, como hidroxilo, carboxilo, amida y
sulfato. Estos grupos se unen al moco o la membrana celular mediante diversas
interacciones, como puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas o electrostaticas.
Estos grupos hidrofilicos también hacen que los polimeros se hinchen en agua vy, por lo
tanto, exponen el numero maximo de sitios adhesivos (Andrews et al., 2009; Zhu et al.,
2018).

El empleo de polimeros mucoadhesivos como base para la formulacién de
hidrogeles permite aumentar el tiempo de retencion de la formulacion en el sustrato
biolégico, asi como aumentar la biodisponibilidad y promover mejores efectos locales o
sistémicos para el desarrollo de nuevos sistemas de administracion de farmacos. (de Souza
Ferreira et al., 2017, Perioli et al., 2009)

Un polimero ideal para un sistema bioadhesivo de administracion de farmacos debe
cumplir con diferentes caracteristicas. El polimero y sus productos de degradacién no
deben ser téxicos ni absorbibles, debe ser no irritante, tener la capacidad de adherirse
rapidamente al tejido humedo y poseer cierta especificidad del sitio. Ademas, el sistema
polimérico debe permitir la facil incorporacién del farmaco y no obstaculizar su liberacion.
El polimero no debe descomponerse en almacenamiento o durante la vida util de la forma
de dosificacion. El costo del polimero no debe ser alto para que la forma de dosificacion
preparada siga siendo competitiva. Se ha reportado el uso de polietilenglicol,
polivinilalcohol, polivinilpirrolidona, quitosano, PMVE-alt-MA, entre otros, como polimeros
ideales para la preparacion de materiales con propiedades adhesivas (Andrews et al., 2015,
Donelly et al., 2011; Perioli et al., 2009; Teichmann et al., 2015).

PMVE-alt-MA. EI PMVE-alt-MA es un copolimero sintético de metilviniléter y
anhidrido maleico. Cuando el anillo de anhidrido maleico se hidroliza, se genera la forma
acida con dos grupos carboxilos libres (Figura 2). De acuerdo con la teoria de la adsorcién

que explica el fendmeno de la adhesién, los grupos carboxilicos mejoran la capacidad del
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polimero para formar enlaces por puente de hidrogeno con componentes de la mucosa,
ademas de proporcionar caracteristicas polianionicas (Arbos, 2003; Demir et al., 2017;
Sachan et al., 2014)

Este polimero fue aprobado por la FDA debido a sus caracteristicas de
biodegradabilidad y baja toxicidad. Dichas caracteristicas han resultado en su uso
generalizado en la industria farmacéutica y cosmética. Se ha utilizado como componente
en implantes biomédicos donde la retencion en el sitio de aplicacién es importante, por
ejemplo, como tabletas bucales mucoadhesivas, implantes mucoadhesivos periodontales y
sistemas transdérmicos de micro-agujas. En tales aplicaciones, se ha demostrado que
la mucoadhesién mejora la retencién del implante en el sitio de aplicacion, lo que facilita la
liberacion controlada del farmaco en un sitio especifico (Chabra et al., 2013).

En el 2017, Mira et al., reportaron la elaboracion de nanofibras electrohiladas de
PMVE-alt-MA con capacidad de contener farmacos. Por otra parte, Jones et al, en el 2016,
describieron la formulacion de redes de PMVE-alt-MA y polivinilpirrolidona para emplearse
como implantes orales con fines farmacéuticos. Ademas, en 2017, lIglesias et al.,
sintetizaron nanoparticulas basadas en PMVE-alt-MA, las cuales fueron capaces de
establecer interacciones bioadhesivas con células Caco-2 que consideraron de baja

toxicidad para el organismo.
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Figura 2. Hidrdlisis de PMVE-alt-MA a su forma &cida.

Respuesta Sensible a Estimulo

Los hidrogeles pueden sufrir cambios en su estructura en respuesta a estimulos externos

en un corto tiempo como resultado de la funcionalidad de los monémeros en su estructura.
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Esto ha permitido que el hidrogel reaccione a dichos estimulos provocando su
hinchamiento, contraccion o decoloracion (Figura 3) (Mahinroosta et al., 2018; Qureshi et
al., 2019).

Estimulo
A—

Hidrogel Hidrogel
colapsado hinchado

Figura 3. Representacion esquematica del cambio reversible de los hidrogeles en

presencia de un estimulo externo.

Esta propiedad de los hidrogeles los hace promisorios en aplicaciones
farmacéuticas, asi como en la agricultura, entre otros campos de la industria. Por lo general,
la mayoria de los estudios realizados en hidrogeles acerca de la respuesta a estimulos se
basan en los efectos de pH y temperatura ya que ambas condiciones son variables
inherentes a los sistemas fisiolégicos. Algunos de los estimulos externos que influyen en el
hinchamiento de los hidrogeles se enlistan en la Tabla 2 (Pérez, 2010; Schmaljohann,
2006).

Tabla 2. Estimulos externos que influyen en el hinchamiento de hidrogeles sensibles.

Estimulo Tipo de hidrogel Mecanismo

pH Acido o basico Cambios en el pH causa

hinchamiento del hidrogel.
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Temperatura Termosensible Cambio en la temperatura causa
cambio en las interacciones
polimero-polimero y  solvente-
polimero, produciendo cambio en

hinchamiento.

Agentes quimicos  Con grupos aceptores de Compuestos donantes de
o bioquimicos electrones electrones causan transferencia de
carga. Esto causa un cambio en

hinchamiento.

Fuerza idnica I6nico Cambio de fuerza idnica provoca
cambios en concentracion de iones
dentro del gel, cambia el

hinchamiento del hidrogel.

Campo eléctrico Polielectrolito Cuando se aplica campo magnético
cambia la porosidad del gel, asi
como el hinchamiento y liberacion

del farmaco.

Sensibles a pH. Cuando un hidrogel presenta grupos funcionales ionizables puede
presentar sensibilidad a cambios de pH del medio; mientras que, si no posee algun grupo
funcional ionizable, el pH no tendra efecto significativo sobre su estructura. La variacion del
pH del medio induce cambios en el grado de ionizacion de los polimeros, y por tanto, se
producen variaciones en el grado de hinchamiento del hidrogel. En general, cuando los
cambios de pH producen la ionizacion de grupos funcionales, se incrementa la repulsién
electrostatica entre las cadenas y ocurren cambios en la tensién superficial, por lo que la
absorcion del medio acuoso se incrementa causando asi la expansion del hidrogel y de esta
manera la liberacion del farmaco. En la Tabla 3 se enlistan algunos grupos funcionales que

son sensibles a los cambios de pH.
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Tabla 3. Grupos funcionales sensibles a los cambios de pH.

Aniénicos -COO- -OPO3 -0OSOs; -SO; -OCS3 -OPOs> -POs*> -OP0O;* -SiOy*

Catidnicos -N* -NH* -NHz* NHz* -NRNH2" -NR:H* -NR3* -8* -P*

Si el hidrogel presenta en su estructura grupos funcionales aniénicos, al aumentar
el pH del medio a valores mayores que el pKa de sus grupos (pH mas basicos), el grado de
ionizacién se incrementara y, por lo tanto, el nUmero de cargas sera mayor al igual que la
repulsién electrostatica entre las cadenas, provocando de esta manera que el grado de
hinchamiento e hidrofilia de la red aumenten (Figura 4). Por otro lado, si el hidrogel presenta
grupos funcionales catiénicos, en medios con pH menores al pKa de sus grupos (pH mas
acidos), el grado de ionizacién se incrementara, aumentando la repulsiéon electrostatica
entre las cadenas de polimeros y el grado de hinchamiento de la red (Arredondo & Londofio,
2009; Maiji et al., 2018).
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Figura 4. Respuesta de un hidrogel anionico a las variaciones de pH.

El cuerpo humano exhibe cambios sustanciales de pH en diferentes partes del

cuerpo cuando funciona normalmente (Figura 5). Algunos estados de enfermedad también
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pueden causar cambios de pH en el cuerpo humano. Por ejemplo, dentro del cuerpo de las
mujeres, mientras que la mucosa vaginal saludable es un ambiente acido (pH 4-5), las
infecciones vaginales pueden aumentar este valor haciéndolo mas basico (pH 7-7.5). La
diferencia de valores de pH entre los distintos sitios anatémicos representa una oportunidad
para disefnar dispositivos “inteligentes” en el contexto de las aplicaciones biomédicas y

farmacéuticas (Ferreira et al., 2018; Mahinroosta et al., 2018).

Estomago pH 1-3 Sangre pH 7.4

Duodeno pH 4.8-8.2
Colon pH 7-7.5

Vagina pH 4-5

Figura 5. Valores de pH de algunos tejidos sanos en el cuerpo humano.

Sensibles a la temperatura. Si en el entorno del hidrogel se presentan cambios de
temperatura, las interacciones entre polimero-polimero y polimero-soluciéon se modificaran,
ocasionando cambios en el hinchamiento del hidrogel, lo que se vera reflejado en la cinética

de liberacién del farmaco (Mahinroosta et al., 2018).
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Los sistemas termosensibles son ampliamente estudiados debido a su gran utilidad
en la liberacion controlada de farmacos. Existen transiciones en los hidrogeles que
dependen de la temperatura (transformaciones sol-gel, transiciones de volumen de fase).
Las transiciones de volumen de fase provocan que el hidrogel presente variaciones en el
hinchamiento, el cual es posible regular controlando las fuerzas hidréfobas e hidrofilas
(Mahinroosta et al., 2018).

Algunos polimeros presentan separacion de fases al superar un valor critico de
temperatura denominado “temperatura critica inferior de disolucion” (LCST por sus siglas
en inglés). Se ha reportado que este proceso esta controlado termodinamicamente por el
efecto entropico e involucra la pérdida de moléculas de agua ordenada en dominios
alrededor de los grupos hidréfobos a lo largo de la estructura del polimero, aumentando la
interaccion polimero-polimero durante la separacion de fase (Maji et al., 2018). Los
hidrogeles basados en PNIPAAm estan dentro de los materiales que muestran cambios en
su estructura debido a las variaciones de temperatura (Saez et al., 2003)

En este tipo de hidrogeles cuando la temperatura del medio esta por debajo de la
LCST, las moléculas de agua estan dispuestas alrededor del polimero, estableciendo
enlaces por puente de hidrogeno con los grupos hidréfilos de la estructura, lo que resulta
en un pequefo cambio en la entalpia, en consecuencia, una baja entropia. Por otro lado, al
incrementar la temperatura por encima de la LCST se reduce la energia asociada a la
interaccion agua-polimero, permitiendo un aumento en la energia asociada a la interaccion
polimero-polimero. En consecuencia, el cambio en la entalpia aumenta (AH). Para
mantener bajo el cambio en la energia libre de Gibbs y compensar este aumento en el
término de AH, las moléculas de agua se disocian del polimero y aumenta la entropia. Por
lo tanto, el polimero se deshidrata, transformandose en una estructura mas hidrofébica vy,

por ultimo, provocando la separacion de fases (Figura 6) (Ferrerira, 2018; Maji et al., 2018).
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Moléecula

€ agua Cadenas deshidratadas

Cadenas hidratadas

Figura 6. Efecto de la temperatura sobre la estructura polimérica de PNIPAAm.

PNIPAAm. El polimero PNIPAAmM se obtiene tras una polimerizacion en solucion
acuosa por radicales libres a partir del grupo vinilo del monédmero N-isopropilacrilamida

utilizando iniciadores como el persulfato de potasio (Figura 7) (Ju et al., 2001)
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Figura 7. Polimerizacién de N-isoprilacrilamida para formar PNIPAAm.

Los hidrogeles basados en la PNIPAAmM se encuentran entre los hidrogeles
sensibles a la temperatura mas estudiados. Este hidrogel exhibe una LCST alrededor de
32°C. Dado que la LCST de estos hidrogeles esta cerca de la temperatura corporal, se ha
propuesto su aplicacion en el area biomédica y farmacéutica.

En general, la estructura de la PNIPAAm contiene grupos -NHCO- como segmentos
hidrofilicos y grupos -CH(CHzs)2- como segmentos hidrofobicos. Cuando la temperatura del

medio esta por debajo de LCST, la hidrofilicidad del polimero aumenta, causando que sus
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cadenas adquieran una conformacién mas extendida y el hidrogel aumente su
hinchamiento. Cuando la temperatura aumenta, las interacciones entre las moléculas de
agua y la cadena polimérica se debilitan, mientras que la hidrofobicidad de la cadena se
fortalece, lo que lleva a una contraccién del hidrogel (Dimitrov et al., 2007; Mahinroosta et
al., 2018).

Aplicaciones de los Hidrogeles Bioadhesivos y Termosensibles

En las ultimas décadas, la administracion de medicamentos sobre mucosas ha recibido
mayor atencioén de la comunidad cientifica. El uso de hidrogeles mucoadhesivos ha sido
ampliamente estudiado para ser aplicados en la administracion de farmacos. Estas
formulaciones pueden disefarse para permitir una retencion prolongada en el sitio de
aplicacion, proporcionando una tasa controlada de liberacidon del farmaco para un mejor
resultado terapéutico. La aplicacion de medicamentos a través de las mucosas puede ser
una ventaja para la administracion de farmacos que no son factibles de suministrarse por
via oral, debido a que puede evitarse la degradacién acida y el metabolismo de primer paso
hepatico. Ademas, el contacto entre el hidrogel mucoadhesivo y la membrana mucosa,
mejora la biodisponibilidad del farmaco (Andrews et al., 2009; Donelly et al., 2011; Helliwell,
1993).

La membrana mucosa es el tejido humedo que recubre los érganos y las cavidades
corporales, como la boca, el intestino, el recto, el area genital, la nariz y los parpados. Las
diferencias anatémicas de la membrana mucosa en diferentes ubicaciones corporales se

resumen en la Tabla 4 (Donelly et al., 2011).

Tabla 4. Caracteristicas anatomicas de las membranas mucosas corporales.

Membrana mucosa Caracteristicas anatomicas relevantes

Bucal Superficie de la mucosa bucal aproximadamente 30 cm?.
Compuesto por tres capas distintas: epitelio, membrana basal y
tejidos conectivos. La mucosa bucal, sublingual, es un tejido no
queratinizado del paladar blando, y la gingival es un tejido
queratinizado del paladar duro. El grosor del epitelio bucal esta
en el intervalo de 500-800 um, 40-50 células de grosor. Moco
secretado por las glandulas salivales, como componente de la

saliva, formando una capa de 0.1 a 0.7 mm de espesor. Tiempo
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Nasal

Ocular

de rotacion del epitelio bucal de 5 a 6 dias. Propiedad de barrera
de permeabilidad de la mucosa oral debido a materiales
intercelulares derivados de granulos de recubrimiento de

membrana.

Superficie de la cavidad nasal 160 cm?. Forrado con membrana
mucosa que contiene células columnares, células caliciformes y
células basales. Las células columnares estan cubiertas de
cilios, aparte de la parte anterior de la cavidad nasal. Las células
epiteliales queratinizadas y no queratinizadas estan presentes
dependiendo de la ubicacion dentro de la cavidad nasal. Los
cilios son los responsables del aclaramiento mucociliar. Moco
secretado por las glandulas submucosas y las células
calciformes, formando una capa de moco de aproximadamente
5-20 pm de espesor. Longitud de la cavidad nasal de
aproximadamente 60 mm. Volumen de la cavidad nasal de
aproximadamente 20 mL. El tiempo de rotacion del moco suele

serde 10 a 15 min.

La cérnea se compone de cinco capas: epitelio, capa de
Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio. En el
margen corneal, la conjuntiva es estructuralmente continua con
el epitelio corneal. El tejido conjuntival es permeable a
moléculas de hasta 20,000 Da, mientras que la cérnea es
impermeable a moléculas mayores de 5000 Da. La conjuntiva
contiene alrededor de 1,5 millones de células calciformes, que
sintetizan mucinas secretoras y péptidos. Un volumen de
alrededor de 2-3 uL de mucosidad secretada diariamente. Se
produce un recambio de la capa mucosa en aproximadamente
15-20 h. La parte expuesta del ojo esta cubierta por una fina

capa de fluido: pelicula lagrimal precorneal.

32



Rectal Longitud de aproximadamente 15-20 cm. Superficie de
aproximadamente 300 cm?. El epitelio consta de una sola capa
de células cilindricas y células caliciformes que secretan moco.
Superficie plana, sin vellosidades, y con tres pliegues
principales. Aproximadamente 3 mL de moco con un pH neutro

extendido sobre la superficie.

Vaginal La longitud de la vagina varia de 6 a 10 cm. La capa epitelial
consiste en la lamina propia y el epitelio escamoso estratificado.
Se estima que un recambio celular de aproximadamente 10-15
capas es del orden de 7 dias. Aunque no hay glandulas en la
mucosa de la vagina, la superficie generalmente esta cubierta
de liquido vaginal. Los componentes principales del fluido
vaginal son el moco cervical y el fluido vaginal de la mucosa bien
vascularizada. El volumen, la viscosidad y el pH del moco

cervical varian con la edad y durante el ciclo menstrual.

Liberacion Controlada de Farmacos

La administracion de farmacos es el método o proceso de administrar un compuesto
farmacéutico para lograr un efecto terapéutico. Los factores clave son administrar el
farmaco en el area correcta, en el momento correcto y a la concentracion adecuada (Gandhi
et al., 2015).

Los métodos tradicionales de administracién de determinados farmacos exhiben
multiples desventajas ya que estos al distribuirse en el organismo segun sus propiedades
fisicas, tales como solubilidad, coeficiente de particién y carga, pueden alcanzar una gran
variedad de sitios en los cuales pueden encontrarse fuera de su intervalo terapéutico, ser
inactivos, 0 que su accion sea indeseada o nociva y, por tanto, producir efectos secundarios
negativos. Este tipo de administracion pueden conducir a concentraciones tdxicas o
ineficaces del farmaco en plasma (Pérez, 2015; Saez et al., 2003).

La investigacién sobre los sistemas de administracién controlada de farmacos se ha
centrado principalmente en hidrogeles, debido a que no solo reducen los problemas

comunes asociados con la dosificacién de farmacos, sino que también proporcionan una
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liberacion estable y caracteristicas de biocompatibilidad. La capacidad de las moléculas de
diferentes tamanos para penetrar al hidrogel (cargado del farmaco) y liberarse del hidrogel
(administracion del farmaco) hace posible su uso como sistemas de liberacién de farmacos
para el uso oral, nasal, bucal, intestinal, vaginal, ocular, entre otros (Mahinroosta et al.,
2018).

Los sistemas de liberacion controlada surgen con el objetivo de poder controlar la
administracion y liberacién de farmacos activos, en la cantidad correcta, en el momento y
lugar preciso, durante un periodo de tiempo prolongado. Un enfoque novedoso de estos
sistemas persigue que el farmaco sea liberado solamente en respuesta a un cambio en el
medio ambiente o estimulo externo con efectos secundarios minimos, respuesta 6ptima y
eficacia prolongada. Dirigir una molécula de farmaco al sitio de accion seleccionado puede
disminuir la exposicién de este en otros érganos y tejidos donde su accidn no es necesaria
(Jaiswal et al., 2010; Ward y Georgiou, 2011).

Liberacién de farmacos via vaginal. La cavidad vaginal se ha empleado para el
suministro de farmacos localmente activos, como antibidticos, antifungicos,
antiprotozoarios, antivirales, agentes espermicidas (anticoncepcion), entre otros, debido a
multiples ventajas que ofrece sobre otras vias de aplicacion. Mediante esta forma de
dosificacidn se evita el metabolismo de primer paso hepatico, se puede reducir la incidencia
y gravedad de los efectos secundarios gastrointestinales, ademas de disminuir los efectos
secundarios y evitar dafo tisular (Andrews et al., 2009).

Si bien la cavidad vaginal proporciona un sitio prometedor para la administracion de
farmacos debido a su gran area superficial, su abundante suministro de sangre y su alta
permeabilidad, la retencion debido a la accion de autolimpieza del tracto vaginal a menudo
es problematica. Sin embargo, los tiempos de residencia dentro de la vagina tienden a ser
mucho mas altos que en otros sitios de absorcion, como el recto o la mucosa intestinal. Otra
consideracion importante es el cambio en la membrana vaginal durante el ciclo menstrual
y el periodo posmenopausico. Ademas, algunas variables como la edad, los cambios
hormonales, la sensibilidad cultural, la higiene personal, la especificidad de género, la
irritacion local y la influencia de las relaciones sexuales son importantes para determinar el
rendimiento y el éxito de la forma de dosificacion aplicada (Andrews et al., 2009; Perioli et
al., 2009).

Sistemas convencionales de administracién de farmacos como cremas, espumas,

supositorios vaginales y geles, permanecen poco tiempo en el sitio de la aplicacién y es
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necesaria la administracion repetida para obtener niveles efectivos del farmaco. En los
ultimos anos, ha ido en aumento la investigacion para la resolucion de esta problematica
enfocandose en el desarrollo de formulaciones mucoadhesivas. La principal ventaja de la
aplicacion de formulaciones mucoadhesivas radica en la posibilidad de mantener en la
cavidad vaginal el farmaco durante periodos prolongados de tiempo, reduciendo la
frecuencia de administracion y, por ende, el numero de dosis (Perioli et al., 2009)

El mecanismo de mucoadhesién implica una etapa de contacto, en la que se
producen simultaneamente tres fendmenos: hidratacion, humectacién y difusion. Luego,
una etapa de consolidacion, que implica el fortalecimiento de las interacciones polimero-
mucina debido principalmente a fuerzas de van der Waals, puentes de hidrogeno o
interacciones electrostaticas entre las cadenas de polimero y la capa de moco, (Figura 8)
(Cascone y Lamberti, 2019).

Hidrogel
mucoadhesivo

Cadenas de
mucina

Capa de
mucosa

Figura 8. Interaccion entre los grupos funcionales libres presentes en el hidrogel y las

cadenas de mucina.

Las bacterias, hongos o virus pueden colonizar facilmente el epitelio vaginal, causando
diversas patologias, entre ellas la vaginosis bacteriana, la cual es una infeccioén vaginal que
afecta a mujeres cuyo equilibrio de microbiota normal se ve alterado y reemplazado por la
colonizacién de bacterias anaerobias. En presencia de esta patologia, la bacteria fisiologica

Lactobacillus es prevalecida por otros organismos como Bacteroides, Gardnerella vaginalis,
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Peptostreptococos, Mobiluncus, Ureaplasma urealyticum y en ocasiones, Mycoplasma
hominis. Mas del 50% de las mujeres que presentan esta patologia no presentan sintomas
y cuando se presentan, incluyen:

e Excesivo flujo vaginal.

e Secrecion vaginal con olor desagradable.

e Picazon vaginal e irritacion o ardor.

Estas condiciones, a menudo confundidas con vaginitis aguda por Candida sp, pueden
alterar el equilibrio del pH vaginal (3.8—4.5) haciéndolo mas alcalino. El riesgo de contraer
vaginosis bacteriana aumenta con multiples parejas sexuales, duchas vaginales,
dispositivos intrauterinos (DIU) y, en general, la infeccion puede transmitirse de persona a
persona por contacto, con ropa, utensilios, piscinas o inodoros.

El farmaco de eleccién principal para la terapia de la vaginosis bacteriana es el

metronizadol, administrado por via oral o vaginal (Perioli et al., 2009)

Metronidazol. El metronidazol (MET), de nombre quimico: 1-(2-hidroxietil) -2-metil-5-
nitroimidazol (Figura 9), es uno de los medicamentos mas utilizados en todo el mundo. Se
encuentra entre los 100 medicamentos mas recetados en los EE. UU y es uno de los 10
medicamentos mas utilizados durante el embarazo. Esta molécula se encuentra en la lista
de medicamentos esenciales de la Organizacién Mundial de la Salud (Dobias et al., 1994;
Robbie y Sweet, 1983).

EI MET fue introducido como tricomonicida en Europa en 1959 por Cosar y Julou. Desde
entonces, sus aplicaciones clinicas han ido creciendo y ahora es el tratamiento principal
para las infecciones por Helicobacter pylori, la amebiasis, la giardiasis, la tricomoniasis y la
enfermedad de Crohn. También se ha utilizado ampliamente para tratar la vaginosis
bacteriana y varias otras infecciones bacterianas anaerobias y como antibiotico profilactico
previo a intervenciones quirurgicas (Dobias et al., 1994; Robbie y Sweet, 1983).

Las dosis orales de MET se absorben rapidamente y casi por completo en el
organismo humano. EI MET se difunde adecuadamente en casi todos los tejidos corporales,
incluido el sistema nervioso central, y se extiende ampliamente por todo el cuerpo. Los
niveles séricos maximos generalmente se alcanzan en aproximadamente 1 h después de
la ingestion. Su vida media es de aproximadamente 8 h y dentro de las 24 h posteriores a
la ingesta, el nivel de MET en sangre es marcadamente bajo. EI MET se une a las proteinas

plasmaticas en un grado inferior al 20%, penetra la barrera hematoencefalica y se puede
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encontrar en los organos reproductores femeninos humanos, en los humos acuosos,
glandula prostatica y vesicula seminal (Dobias et al., 1994).

Los valores de semivida de eliminacion varian entre 6 y 12 h, con un promedio de
aproximadamente 7 h. Alrededor del 80% de los compuestos se eliminan después de la
hidroxilacion a hidroximetronidazol y alrededor del 6-15% se excreta en las heces, en parte
en forma del metabolito activo 1-(2-hidroxietil)-2-carboxil-5-nitroimidazol. También es
detectable en otros fluidos corporales, incluidas las secreciones vaginales y los fluidos
seminales, la bilis, la saliva y sudor. También se excreta a través de la leche materna, con
una vida media de aproximadamente 9 h (Dobias et al., 1994).

El MET es un profarmaco y su forma activa, obtenida después de la reducciéon
quimica de su grupo nitro por organismos anaerobios, interrumpe la estructura helicoidal
del ADN, inhibiendo asi la sintesis de acido nucleico. En infecciones vaginales se
recomienda un tratamiento con 500 mg dos veces al dia durante 7 dias; sin embargo, una

sola dosis oral de MET de 2 g durante 5-7 dias ha demostrado ser mas efectiva (Perioli et

al., 2009).
e
O,N N)\c Hs

OH

Figura 9. Representacion de la estructura quimica de MET.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Todos los componentes se obtuvieron de Sigma-Aldrich, salvo que se indique lo contrario.
N-isopropilacrilamida (CeH11NO) al 97%, N,N'-Metilen-bis(acrilamida) (C7H10N20-) al 99%,
N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina (CeH16N2) al 99%, persulfato de potasio (K2S20¢g) al 99%,
poli(metil vinil éter-alt-anhidrido maleico) (C4H203 - C3HgO)n, 216,000 g/mol, fosfato de sodio
monobasico (NaH2PQO,) al 99%, fosfato de sodio dibasico (Na:HPO4) al 99%, acido citrico
(CeHgO7) al 99.5%, oxido de deuterio (D20) al 99%, bromuro de potasio (KBr) al 99%,
hidréxido de potasio (KOH) al 85%, hidréxido de calcio (Ca(OH).) al 95%, albumina de suero
bovino al 96%, acido lactico (CH3CH(OH)COOH) al 85%, acido acético (CH3CO.H) al
99.7%, glicerol (HOCH,CH(OH)CH>OH) al 86%, urea (NH.CONH;), glucosa (CsH1206)
anhidrida al 96%, metronidazol (CsHsN3O3) estandar analitico, cloruro de sodio (NaCl) al
99%, de Meyer.

Sintesis y Caracterizacion de PNIPAAm

Se llevo a cabo la sintesis del polimero PNIPAAmM como material de referencia para evaluar
el comportamiento de los sistemas reticulados. En un matraz de tres bocas se vertieron 10
mL de una solucion de monomérica de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) al 10% y se
mantuvo en atmoésfera de nitrdgeno durante 30 min en agitacion magnética constante.
Seguidamente, se adiciond 10 mL de una solucién de persulfato de potasio (PSK) al 2% a
la solucibn monomeérica y se continu6é con la agitacion durante 10 min. Por ultimo, se
anadieron 0.1 mmol de N, N, N’, N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) al matraz de reaccion
y se mantuvo la agitacion durante 4 h a 40°C. La solucién obtenida se dializé en una
membrana de didlisis con porosidad de 14 kDa durante 24 h y después se liofilizé en un
equipo LABCONCO, FreeZone 4.5 Liter Benchtop Freeze Dry System (Ju et al., 2001; Patra
et al., 2016).

El polimero obtenido fue caracterizado mediante la técnica de resonancia magnética
nuclear de protén (RMN-H") en un espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
avance Il 400 MHz Bruker, empleando D,O como disolvente (Ju et al., 2001). Se llevo a
cabo espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR) en un equipo Frontier

de Perkin Elmer. Los espectros se obtuvieron en el intervalo de 4000 a 500 cm™, usando la
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técnica de pastilla de KBr. El analisis termogravimétrico se llevé a cabo en un analizador
termogravimétrico Pyris de Perkin Elmer en atmdsfera de nitrégeno con una razén de
calentamiento de 10°C/min, desde temperatura ambiente hasta 800°C (Gutiérrez, 2018).
Se analizé la muestra mediante espectroscopia de absorcion UV-vis empleando un
espectrofotometro de Agilent Technologies en el intervalo de 190 a 400 nm vy utilizando
agua MilliQ como disolvente. Adicionalmente, se determind la LCST mediante la
determinacion del punto de nube. Para determinar el punto de nube se empled un
espectrofotometro UV-Vis de Agilent Technologies con un bafo de circulacién que permitié
variar la temperatura. Se utilizé una solucion al 1% en peso de PNIPAAm, se midi6 el
porcentaje de transmitancia a una longitud de onda constante de 550 nm variando la
temperatura desde 24°C hasta 60°C. (Patra et al., 2016).

Sintesis de Hidrogeles de PNIPAAmM

Se preparon hidrogeles de PNIPAAmM a partir de una solucién monomérica de NIPAAm al
10% con bisacrilamida (BIS) (relacién molar BIS/NIPAAm de 1/50), la cual se mantuvo en
agitacion magnética constante en atmésfera de nitrdgeno a 4°C. Posteriormente,
continuando con la agitacion, se afiadié una solucién de PSK al 2% y TEMED. La mezcla
obtenida se colocdé en moldes cilindricos para el proceso de gelacion, conservando la
temperatura a 4°C. Una vez formados los hidrogeles, estos fueron extraidos del molde y
sometidos a lavados en agua desionizada durante 24 h para eliminar los compuestos que

no reaccionaron. Por ultimo, se secaron al vacio mediante liofilizacion (Patra et al., 2016).

Sintesis de Redes Semi-IPNs de PNIPAAm y PMVE-al/t-MA

La elaboracién de las semi-IPNs compuestas de PNIPAAM/PMVE-alt-MA se llevé a cabo
mediante la polimerizacion de la NIPAAm vy reticulacién del polimero en presencia de
PMVE-alt-MA, siguiendo una metodologia similar a la descrita para la formacién de los
hidrogeles monocomponentes de PNIPAAm. Se utilizé una solucion monomérica NIPAAm
al 10% con BIS, una solucién de PMVE-alt-MA al 10% previamente hidrolizada a 60°C
durante 6 h, la solucion de PSK al 2% (iniciador) y el TEMED como catalizador. Se
adicionaron las soluciones de NIPAAm y PMVE-alt-MA en un matraz de tres bocas con
atmésfera de nitrdgeno manteniéndose en agitacion constante a 4°C. Posteriormente,

continuando con la agitacion, se adicioné la solucion del iniciador y el catalizador. La mezcla
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obtenida se colocd en moldes para el proceso de gelacion a 4°C. Los hidrogeles se lavaron
en agua desionizada durante 24 h para eliminar los compuestos que no reaccionaron y por
ultimo, se secaron al vacio mediante liofilizacion (Patra et al., 2016; Teichmann et al., 2015).
La Figura 10 muestra un esquema de la formacién de las semi-IPNs de PNIPAAM/PMVE-
alt-MA. Se prepararon hidrogeles hibridos de tres composiciones diferentes (P/C1, P/C2y
P/C3), variando la proporcién de las soluciones precursoras. Los volumenes usados en la
preparacion de los diferentes tipos de hidrogeles se resumen en la Tabla 5.

o
® NIPAAM
e T o
= /_u__._ A__,_,__u’__u____ - Hidrogel
=2 e T PNIPAAM/PMVE-alt-MA

® Bisacrilamida e
K;S,0, o
—_— P
TEMED P

OH
¢PMVE-a/t-MA /ol

S e

Figura 10. Esquema de formacioén de los hidrogeles semi-IPNs de PNIPAAmM/PMVE-alt-
MA.
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Tabla 5. Volumenes empleados para la elaboracion de los hidrogeles de PNIPAAmM y de
PNIPAAmM/PMVE-alt-MA.
Hidrogel NIPAAmM/BIS (mL) PMVE-alt-MA (mL) PSK (mL) TEMED (pL)

PNIPAAmM 2 - 1 25
P/C1 1.6 0.4 1 25
P/C2 1.46 0.54 1 25
P/C3 1.34 0.66 1 25

Caracterizacion de los Hidrogeles

La espectroscopia de infrarrojo (FTIR) se llevé a cabo en un equipo Frontier de Perkin
Elmer. Los espectros se obtuvieron en el intervalo de 4000 a 500 cm™', usando la técnica
de pastilla de KBr (Gutiérrez, 2018).

El andlisis termogravimétrico (TGA) se llevdo a cabo en un analizador
termogravimétrico Pyris de Perkin Elmer en atmdsfera de nitrdgeno con una razén de
calentamiento de 10°C/min desde temperatura ambiente hasta 800°C (Gutiérrez, 2018).

La morfologia de los hidrogeles se analizé6 mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM) en un equipo JEOL 5410V. Se cortaron secciones transversales de los
hidrogeles sintetizados, después se congelaron en nitrogeno y se secaron mediante
liofilizacion. Las muestras se colocaron sobre una cinta de carbono y fueron recubiertas con
una pelicula de oro antes de ser examinadas (Gutiérrez, 2018).

Las propiedades viscoelasticas de los hidrogles fueron estudiadas a esfuerzo
cortante en un redmetro AtonPaar MCR 502 equipado con una geometria de plato Peltier
de 50 mm de didmetro. Se prepararon hidrogeles cilindricos con las medidas requeridas
para el analisis, los hidrogeles se mantuvieron hidratados previo al estudio y se realizé la
medicion por triplicado. El estudio se llevé a cabo variando la frecuencia desde 0.1 hasta
100 Hz a temperatura ambiente. En estas condiciones se midid el médulo elastico (G') y
viscoso (G") (Gutiérrez, 2018).

Mediciones de Cinéticas de Hinchamiento de los Hidrogeles

Se obtuvieron las cinéticas de hinchamiento de los distintos tipos de hidrogeles mediante

gravimetria. El estudio se realizé en soluciones bufer pH 7.4 (fosfato) y pH 4.5 (citrato-
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fosfato), y en fluido vaginal simulado (Tabla 6) a temperaturas de 25°C y 37°C. Los
xerogeles se pesaron y fueron colocados en la solucién de hinchamiento. Se monitoreo6 el
cambio de masa de los hidrogeles con respecto al tiempo hasta llegar al equilibrio
(Gutiérrez, 2018). El estudio se realizé por triplicado y los datos obtenidos se emplearon

para determinar el porcentaje de hinchamiento mediante la siguiente ecuacion:

W, — W,
0

x100
Donde W: es el peso del hidrogel en determinado tiempo y W) es el peso del xerogel.

Adicionalmente, se determiné el porcentaje de disolucion de la matriz (%DS)
después de los estudios de hinchamiento. Una vez que los hidrogeles alcanzaron el
porcentaje de hinchamiento maximo, estos fueron secados al vacio mediante liofilizacion.

El %DS se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

Wo — Wy
%DS = W—X].OO
0

Donde W, es el peso del xerogel antes de llevarse a cabo los estudios de
hinchamiento y W;corresponde al peso del xerogel después de llevarse a cabo el ensayo
(Perioli et al., 2009).

Tabla 6. Composicion del fluido vaginal simulado.

Compuesto g/L
NaCl 3.51
KOH 1.4

Ca(OH): 0.222
Albumina 0.018
Acido lactico 2
Acido acético 1
Glicerol 0.160
Urea 0.4
Glucosa 5

(Owen y Katz, 1999)
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Evaluacion de la Reversibilidad del Comportamiento Termosensible

Se llevd a cabo la evaluacion de la reversibilidad de la termosensibilidad de los hidrogeles
mediante el monitoreo de su hinchamiento en intervalos variables de temperatura entre
25°C y 37°C, a pH fisioldgico (7.4) y pH 4.5 (Ju et al., 2001).

Estudios de la Incorporacién y Liberacion de Metronidazol

Para la incorporacién de metronidazol en la matriz polimérica se seleccionaron los
hidrogeles que mostraron mayor capacidad de hinchamiento (P/C2 y P/C3). Se realiz6 el
cargado del farmaco mediante la inmersién de los xerogeles en 2 mL de una solucion de
metronidazol al 0.75% en peso. Una vez que el sistema llegé al equilibrio de hinchamiento,
los hidrogeles cargados se congelaron y se secaron por liofilizacion (Perioli et al., 2009).

Para los estudios de liberacion de metronidazol, los xerogeles cargados con el
farmaco fueron sumergidos en 50 mL de una solucion bufer de pH 4.5y pH 7.4, y en fluido
vaginal simulado (pH 4.5). Los sistemas de liberacion se colocaron en un bafo de inmersion
(Shaking Water Bath LSB-030S de LabTech) con agitacién de 80 rpm a temperatura
controlada (25°C y 37°C). Se tomaron alicuotas del medio de liberacion en diferentes
intervalos de tiempo. La concentracion de amoxicilina en el medio de liberacién se cuantifico
mediante espectroscopia de absorcion UV-Vis, empleando un espectrofotometro Agilent
Technologies. Se midio la absorcion a 320 nm y se determind la concentracién del farmaco
frente a curvas de calibracién previamente establecidas para cada medio de liberacion
(Anexo 1). Las condiciones iniciales de inmersion del hidrogel se mantuvieron constantes
mediante la adicién de un volumen igual de bufer o fluido vaginal simulado al medio de

liberacion (Rodriguez et al., 2011).

Estudio del Mecanismo de Liberacion de Metronidazol

Para examinar mas a fondo el mecanismo de liberacion de metronidazol de los
hidrogeles en cada condicion, se determinaron los parametros de ajuste del modelo de
Korsmeyer-Peppas a los datos experimentales de la tasa de liberacién del farmaco (Kumar
et al., 2012):
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Mt

Donde Mty M= son la masa liberada del farmaco en el tiempo t y en el equilibrio,
respectivamente; k es el coeficiente de velocidad de liberacién y n es el exponente de
difusién que puede relacionarse con el mecanismo de transporte del farmaco. Segun el
modelo aplicado en geles cilindricos, el mecanismo de liberacion del farmaco puede ser de
tres tipos dependiendo de la velocidad relativa de difusion del agua en la matriz polimérica
y la velocidad de relajacién de la cadena polimérica. Cuando n es inferior a 0.45, el
mecanismo de transporte se rige por difusién Fickiana (el mecanismo de liberacién esta
controlado por difusion). Cuando n esta entre 0.45 y 0.89, el proceso sigue un mecanismo
de transporte anémalo, mezcla de difusion Fickiana y relajacion de la cadena de polimero.
Para n igual a 0.89, se produce un transporte de Caso Il (el mecanismo de liberacion esta

controlado por la relajacion) (Ordufio et al., 2019).

44



RESULTADOS

PNIPAAmM

Se obtuvo un material de color blanquecino y de aspecto esponjoso después de la
liofilizacion de la solucién obtenida. La Figura 11 muestra los espectros de RMN-H' para el
monomero NIPAAm y el polimero PNIPAAmM. Ambos espectros exhiben una sefial (a)
debido a la presencia de grupos metilo (-CHs). En el espectro de NIPAAm se observaron
las sefales correspondientes a los protones vinilo (¢ y d), mientras que en el espectro de
PNIPAAmM, estas sefiales desaparecen y se observan dos nuevas sefales que
corresponden al grupo metileno y metino (e y f). Estos resultados son similares a los

obtenidos por Ju et al., 2002 y Patra et al., 2016 y corroboran la formacién del polimero.
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Figura 11. Espectro RMN-H'. A) NIPAAm y B) PNIPAAM.

En la Figura 12, se muestran los espectros FTIR correspondientes a la NIPAAm y la
PNIPAAm. Para la NIPAAm se observaron los siguientes picos: a 3293 cm™ del estiramiento
N-H, a 3074 cm™ caracteristico para =C-H, a 2972 cm™' del estiramiento asimétrico C-H, a
2950 cm del estiramiento simétrico C-H, a 1619-1660 cm™' del doble enlace alifatico C=C,
en el intervalo 965-989 cm™ de estiramiento dobles enlaces de vinilo y a 716 cm”’

caracteristico de los grupos cis-trans y sustituidos con dobles enlaces.
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Por otro lado, el espectro de la PNIPAAm muestra los siguientes picos: a 3305 cm™

del estiramiento N-H, a 2975 cm™ del estiramiento asimétrico C-H, a 2940 cm™ del

estiramiento simétrico C-H, a 1665 cm™ del estiramiento C=0 del grupo amida, a 1634 cm"

' de la flexion N-H, vibraciones de flexién de -CHz- y -CH3 a 1461 cm™ y 1382 cm™,

respectivamente, y a 1370 cm™" del estiramiento C-N, Particularmente, se observé que en

este espectro disminuyen las intensidades relativas de los picos que corresponden a

sefales de C=C (3074, 965, 989 y 716 cm™") que se presentan en el espectro de la NIPAAmM

(Shah et al., 2013), lo que concuerda con la estructura esperada para el polimero.
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Figura 12. Espectros de FTIR correspondientes a NIPAAm y PNIPAAm.

En la Figura 13 se presentan los termogramas para la NIPAAm y la PNIPAAm. En

el caso del termograma del mondmero se observa una Unica pérdida de masa con una

46



temperatura de velocidad maxima de degradacion (Tmax) de 131.8°C (linea azul). El
termograma para PNIPAAm (linea negra) muestra un aumento significativo de la estabilidad
térmica con respecto al monémero, presentando dos caidas de pérdida de masa por encima
de los 100°C, la primera a Tmax de 395.32°C y la segunda a Tmax de 552.45 °C, que
pueden atribuirse a la degradacién de la cadena polimérica. Estos resultados son similares

a los obtenidos por Patra et al., 2016.
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Figura 13. Analisis termogravimétrico para NIPAAm y PNIPAAm.

La Figura 14 muestra los espectros de absorcion de la NIPAAm y la PNIPAAm. En
el espectro de la NIPAAm se observan dos bandas de absorcion; la primera centrada a 198
nm que se atribuye a la transicion electrénica -1m* del grupo carbonilo y la segunda
centrada en 220 nm que se atribuye a la transicién de los carbonos vinilicos. En

concordancia con lo esperado, la muestra de PNIPAAmM no mostré bandas de absorcién

47



debido a la ruptura del doble enlace carbono-carbono del monémero NIPAAm durante el

proceso de polimerizaciéon (Chen et al., 2014).
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Figura 14. Espectro de absorcion UV-Vis para NIPAAm y PNIPAAm.
La Figura 15 muestra la determinacion del punto de nube para la PNIPAAmM, que se
determiné en el punto correspondiente a una caida del 50% de la transmitancia. La

temperatura correspondiente al punto de nube fue de 34.84°C, valor cercano al reportado

por otros autores (Durand y Hourdet, 1999; Lencina, 2013).
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Figura 15. Curva de determinacién del punto de nube a 550 nm para PNIPAAm en agua
MilliQ (pH 6.5).

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de la PNIPAAmM mostraron que las
condiciones de reaccién y las concentraciones de los precursores son adecuadas para
obtener el polimero termosensible, lo cual fue utilizado como base para la formacion de los
hidrogeles. Estos resultados también fueron usados de referencia en el analisis de los

hidrogeles.

Hidrogeles de PNIPAAm y PNIPAAmM/PMVE-alt-MA

Se obtuvieron satisfactoriamente hidrogeles de PNIPAAm y redes semi-IPN de
PNIPAAmM/PMVE-alt-MA en diferentes composiciones. El proceso de formacién de las redes
semi-IPN se representa de manera grafica en la Figura 10. En este esquema se puede
observar que para la formacién de las redes semi-IPN, la adicién del persulfato de potasio

(iniciador) y TEMED (catalizador) es esencial. El iniciador actua atacando los dobles
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enlaces de la NIPAAm y de la BIS para dar origen a la formacién de la red de PNIPAAm en
presencia de las cadenas de PMVE-alt-MA.

En general, los hidrogeles presentaron una apariencia blanda, de coloracion
translicida que va cambiando su opacidad con el aumento del contenido de PMVE-alt-MA.
Adquirieron la forma circular del molde en que se llevo a cabo el proceso de gelacion con

un diametro de 25 mm y un espesor de 4 mm (Figura 16).

Figura 16. Imagen de los hidrogeles de redes semi-IPN de PNIPAAM/PMVE-alt-MA.

Espectroscopia de Infrarrojo

En la Figura 17, se muestra el espectro FTIR obtenido para los componentes
poliméricos, asi como para los hidrogeles preparados de PNIPAAmM y PNIPAAmM/PMVE-alt-
MA. El espectro de la PNIPAAmM muestra los siguientes picos: a 3305 cm™' del estiramiento
N-H, a 1665 cm™ del C=0 del grupo amida, a 1634 cm™' correspondiente a la flexion N-H y

a 1370 cm™ del estiramiento C-N. En el espectro del hidrogel de PNIPAAm, se observa una
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disminucion de la intensidad relativa de la sefal del estiramiento N-H con respecto al
espectro del polimero sin entrecruzar. Ademas, se aprecia que los picos se recorren hacia
numeros de onda menores, esto por la reticulacién de las cadenas poliméricas (Ju et al.,
2001).

En el espectro del PMVE-alt-MA se observé un pico a 3184 cm™ correspondiente a
la tension del grupo hidroxilo (OH), un pico a 1728 cm™ de la tension del grupo carbonilo
(C=0)ya 1196 cm™, un pico que corresponde a la tension del enlace éter (C-O).

Los espectros correspondientes a los diferentes hidrogeles compuestos por
PNIPAAmM/PMVE-alt-MA presentan los picos correspondientes a ambos componentes
poliméricos desplazados a menor numero de onda, lo que se atribuye a la existencia de
interacciones fisicas entre ambos polimeros. La banda ancha en el intervalo de 3365 a 3250
cm™ se atribuye al traslape de las sefiales correspondientes al estiramiento N-H de la
PNIPAAm y del grupo OH del PMVE-alt-MA. Se distingue una unica banda ancha intensa
del grupo C=0 en el intervalo de 1680 a 1620 cm™ debido a la contribucién de esta
funcionalidad presente en ambos polimeros. Se observa también el pico correspondiente al
estiramiento C-N de la PNIPAAm aproximadamente a 1368 cm™', asi como la sefial de la
tension del enlace C-O de la cadena de PMVE-alt-MA cercana a 1173 cm™. Las sefiales

del espectro confirmaron la presencia de ambos polimeros en el material preparado.

51



Transmitancia (u. a.)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 17. Espectros de FTIR correspondientes a: A) PNIPAAm, B) Hidrogel PNIPAAm,
C) P/C1, D) P/C2, E) PIC3 y F) PMVE-alt-MA.

Analisis Termogravimétrico

En la Figura 18, se muestra el TGA para los componentes poliméricos y para los
hidrogeles preparados. En el inciso A, el termograma correspondiente a la PNIPAAmM
presenta dos caidas de pérdida de masa por encima de los 100°C, la primera con una Tmax
de 395.32°C y la segunda a Tmax de 552.45 °C, que se atribuyen a la degradacion de la
cadena polimérica. Resultados similares fueron obtenidos por Patra et al., 2016.

El inciso B muestra el termograma correspondiente a PMVE-alt-MA, en el cual se
presentan tres caidas de pérdida de masa. La primera pérdida ocurre a Tmax de 170.31°C

y se asocia a la deshidratacién de las unidades carboxilicas para formar grupos anhidridos.
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La segunda y la tercera caida presentan Tmax de 280.86°C y 444.85°C, respectivamente.
Ambas pérdidas se asocian a la descomposicion de la cadena polimérica.

El inciso C corresponde al termograma del hidrogel de PNIPAAmM en el cual se
presenta una Unica pérdida de masa a Tmax de 410.29°C, asociada con la descomposicion
de la cadena. Se aprecia una mayor termoestabilidad comparado con la PNIPAAm sin
reticular.

El termograma que corresponde al hidrogel P/C1 (inciso D) presenta una unica
pérdida de masa a Tmax de 409.44°C, lo cual podria indicar que la incorporacion de esa
cantidad de PMVE-alt-MA a la matriz de PNIPAAm no altera la termoestabilidad del
hidrogel.

Por otro lado, en los termogramas correspondientes a los hidrogeles P/C2 y P/C3
(inciso E y F, respectivamente) se distinguen las pérdidas de masa de sus componentes
poliméricos, estas desplazadas a mayor temperatura. La Tabla 7 resume las pérdidas de

masa de cada muestra.
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Figura 18. Curvas termogravimétricas correspondientes a: A) PNIPAAm, B) PMVE-alt-MA,
C) hidrogel de PNIPAAm, D) P/C1, E) P/C2y F) P/C3.
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Tabla 7. Temperaturas de degradacibn maxima obtenidas para los componentes

poliméricos y para cada composicién de hidrogel.

Muestra Tmax (°C)
PNIPAAmM 395.32, 552.45
PMVE-alt-MA 170.31, 280.86, 444.85
Hidrogel de PNIPAAmM 410.29
Hidrogel P/C 1 409.44
Hidrogel P/C 2 168.35, 282.6, 419.63, 622.56
Hidrogel P/C 3 173.59, 284.69, 415.24, 612.47

Microscopia Electrénica de Barrido

La Figura 19 muestra las micrografias de SEM obtenidas para los hidrogeles de
PNIPAAm y las redes semi-IPN de PNIPAAM/PMVE-alt-MA. En todos los casos se observa
una estructura porosa en forma de red bien definida formada por el entrecruzamiento de las
cadenas de la PNIPAAm por la BIS. Ademas, se observa que a medida que aumenta la
proporcion de PMVE-alt-MA en el hidrogel, el diametro de los poros tiende a disminuir. Esto
puede ser atribuido a que con el aumento la concentracion de PMVE-alt-MA aumenta el
volumen de cadenas lineales semi-IPNs en la red de PNIPAAmM, disminuyendo el volumen
libre de la red polimérica. Resultados similares fueron obtenidos por Chhabra et al., en el
2014.
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Figura 19. Micrografias por SEM de hidrogeles de PNIPAAmM/PMVE-alt-MA a 500X: A) H.
PNIPAAm, B) P/C1, C) P/C2 y D) P/C3; y a 2000X: E) H. PNIPAAm, F) P/C1, G) P/C2y H)
P/C3.
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Analisis Reolégico

La Figura 20 muestra los reogramas correspondientes a los hidrogeles P/C2 y P/C3.
En ambos hidrogeles se observa que el médulo de almacenamiento tiene un ligero aumento
cuando la frecuencia aumenta y ademas, es notablemente mayor en el hidrogel P/C2. Estos
resultados demuestran que la proporcion de PMVE-alt-MA en la matriz de PNIPAAm influye
en las propiedades viscoelasticas del material. Estudios realizados por Andrews et al. en el
2015 mostraron resultados similares al evaluar la reologia de membranas compuestas por
PVA y PMVE-MA, donde demostraron que el cambio de proporciones de ambos
componentes puede afectar las propiedades viscoelasticas del material.

Por otro lado, en ambos casos se observa que el modulo elastico (almacenamiento
(G’)) es mayor al modulo viscoso (perdida (G”)), lo que indica un comportamiento
predominantemente elastico durante todo el intervalo de frecuencia empleada en el barrido.
Cabe mencionar que este comportamiento no corresponde con las caracteristicas
identificadas en la literatura para un “gel verdadero”, las cuales incluyen la independencia
de los moédulos dindmicos con la frecuencia y un valor de G’ superior a G” en varios ordenes
de magnitud (Garzén et al., 2009).
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Figura 20. Reograma correspondiente al hidrogel P/C2 (linea negra) y P/C3 (linea roja).

Cinéticas de Hinchamiento de los Hidrogeles

En la Figura 21, se muestra la grafica de la cinética de hinchamiento de los hidrogeles
sintetizados de PNIPAAmM y de PNIPAAmM/PMVE-alt-MA en sus diferentes proporciones, en
medio buffer (pH 7.4) a 25°C. Se observa que el porcentaje de hinchamiento llega al
equilibrio después de dos dias, ademas, es mayor a medida que aumenta la proporcion de
PMVE-alt-MA en la matriz del hidrogel. Lo anterior se atribuye al caracter hidrofilico del
copolimero, el cual favorece la retencion de liquidos en la matriz.

Por otro lado, cuando el hinchamiento se lleva a cabo en medio buffer de pH 4.5,
manteniendo la temperatura a 25°C (Figura 22), el hinchamiento en el equilibrio aumenta
con respecto al comportamiento a pH 7.4, para todos los hidrogeles. En el caso particular
del hidrogel P/C3, el hinchamiento se incrementa en aproximadamente 400% (de 1963 a
2335 %). Los grupos carboxilicos del PMVE-alt-MA presentan valores de pKa de 3.47 y
6.47, por lo que a pH 4.5 los grupos carboxilicos se encuentran parcialmente
desprotonados, mientras que a pH 7.4 ambos grupos se encuentran desprotonados (Zong
et al., 2013). Basados en el unico efecto de la repulsion electrostatica de los grupos

carboxilatos, se esperaria que el porcentaje de hinchamiento fuese mayor en el medio de
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pH 7.4 con respecto al de pH 4.5 y que este efecto aumentara con el incremento de la
cantidad de PMVE-alt-MA en la matriz de PNIPAAm. Sin embargo, el comportamiento
experimental no concuerda con lo esperado, dado que todas las formulaciones evaluadas
presentan un hinchamiento mayor a pH 4.5 con respecto al obtenido en pH 7.4.

Tomando en cuenta lo anterior, se infiere que los cambios de hinchamiento de los
hidrogeles con respecto al pH estan determinados por el comportamiento de la reticula de
PNIPAAm y/o por la naturaleza de las interacciones PNIPAAM- PMVE-alt-MA en cada pH.
A pH 7.4, los hidrégenos del grupo carboxilico protonado del PMVE-alt-MA pueden
participar en interacciones por puente de hidrogeno con el grupo amida de la PNIPAAmM
(grupo no ionizable), lo que puede contribuir a la compactacion del material y desfavorecer
el hinchamiento. Cabe mencionar que la sensibilidad del hinchamiento al pH fue observada
también para el hidrogel monocomponente de PNIPAAm, lo que sugiere un efecto del pH
sobre las temperaturas de transicion del polimero entrecruzado. Se requieren mediciones
de las temperaturas de transicién de fase de la PNIPAAm entrecruzada a las diferentes
condiciones de pH y de contenido de copolimero para elucidar el comportamiento del

hinchamiento observado.
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Figura 21. Cinética de hinchamiento de los hidrogeles compuestos en solucién buffer, pH
7.4 a25°C.

58



2500

2000

1500

Grado de Hinchamiento (%)

1000
—a— PNIPAAmM
500 —e— P/C1
—4—P/C2
—v— P/C3

0 N T T N T S T B
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (h)

Figura 22. Cinética de hinchamiento de los hidrogeles compuestos en solucién buffer, pH
4.5 a25°C.

Las Figuras 23 y 24 muestran la grafica de cinética de hinchamiento de los
hidrogeles a 37°C en soluciones buffer a pH 7.4 y pH 4.5, respectivamente. Cuando la
temperatura del medio de hinchamiento aumenta, el porcentaje de hinchamiento en el
equilibrio disminuye significativamente comparado con los resultados de hinchamiento
obtenidos a 25°C. Este comportamiento es debido al colapso de la estructura polimérica de
la PNIPAAmM. Al contraerse la estructura, el tamafo de los poros de la matriz del hidrogel
disminuye, por lo que la capacidad de retencién de la solucion fue menor. Ademas, se
observd que, en ambas condiciones de pH, los hidrogeles llegaron al equilibrio de

hinchamiento después de 1 h.
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Figura 23. Cinética de hinchamiento de los hidrogeles compuestos en solucién buffer, pH

7.4a37°C.
600
t —=— PNIPAAmM
500 ¢ P/C1
5 —4a— P/C2
< —v— P/C3
S 400
C
K] o i
S
300 |
-(Cé ‘AMAA***AffAfffAfiik A
T |
3 200
-8 |
((DE 100 ..777——'—”77”7"".**777’*******{ Y
| 000®
J/,' . . .
ok , | .
0 1 . .
Tiempo (h)

Figura 24. Cinética de hinchamiento de los hidrogeles compuestos en solucién buffer, pH
45a37°C.
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La Figura 25 muestra la grafica de porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles en
FVS a 37°C, en esta grafica se observa que la capacidad de hinchamiento en dichas
condiciones es comparable con el observado en la Figura 24. Cabe resaltar, que el FVS
presenta un pH de 4.59. Durante el estudio de hinchamiento se observé cualitativamente
que el hidrogel P/C3 presenta caracteristicas adhesivas (Figura 26). La Tabla 8 resume los
grados de hinchamiento maximo obtenidos para cada hidrogel a diferentes condiciones de

temperatura y pH.
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Figura 25. Cinética de hinchamiento de los hidrogeles compuestos en fluido vaginal
simulado (pH 4.59) a 37°C.

61



.

Figura 26. Hidrogel P/C3 en fluido vaginal simulado (pH 4.59) a 37°C.

Tabla 8. Grados de hinchamiento maximo obtenidos para cada composicion de hidrogel a

diferentes condiciones de temperatura y pH.

Hinchamiento maximo (%)

Hidrogel 25°C 37°C
pH7.4 pH 4.5 pH7.4 pH 4.5 FVS
PNIPAAmM 1108 + 44.4 1771 £19.9 46+29 52+ 0.5 99+5.0
P/CA1 1553 +41.0 1811+7.5 59+0.3 132+ 3.5 154 +1.3
P/C2 1604 + 1.9 1907 £ 12.7 249+20 293 +1.2 335+3.0
P/C3 1963 + 8.3 2335+ 234 261+1.9 361 +4.9 392+6.4

La Tabla 9 muestra los resultados obtenidos para el porcentaje de disolucién de los

hidrogeles después de los estudios de hinchamiento. Se observa que a medida que
aumenta la cantidad de PMVE-alt-MA en la matriz de PNIPAAm, el porcentaje de disolucion

aumenta considerablemente. Por otro lado, se observa que el porcentaje de disolucién es

menor en FVS.
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Tabla 9. Porcentaje de disolucién de los hidrogeles compuestos después de los estudios

de hinchamiento.

Hidrogel Hinchamiento Disolucion (%) DS (%)
pH 7.4 -37.13231 0.66677
PNIPAAmM pH 4.5 -21.66066 0.66526
FVS -5.30846 0.51919
pH 7.4 -12.34744 0.31594

P/C 1 pH 4.5 -8.81908 0.28161
FVS -3.92942 0.48335

pH 7.4 21.28024 0.86162

P/C 2 pH 4.5 13.46188 0.4128
FVS 3.21857 0.6777
pH 7.4 27.50682 1.22679
P/C 3 pH 4.5 17.76586 0.28205
FVS 9.97614 0.54483

Evaluacion de la Reversibilidad del Comportamiento Termosensible

El estudio de hinchamiento reversible con respuesta a la temperatura se llevo a cabo en
medios bufer (pH 4.5 y 7.4) alternando la temperatura entre 25°C y 37°C en diferentes
intervalos de tiempo (tiempo requerido para el hinchamiento maximo observado en los
estudios de hinchamiento). Se observé que todas las formulaciones de hidrogel mostraron
procesos de hinchamiento reproducibles con los cambios de temperatura, al menos durante
tres ciclos (Figura 27-30). En el 2001, Ju et al., evaluaron el efecto de la temperatura en
hidrogeles semi-IPNs de alginato y PNIPAAm, donde observaron cambios de hinchamiento
al alternar la temperatura entre 25°C y 40°C. La Figura 31 muestra el cambio de tamano
entre un xerogel a temperatura ambiente y después de llegar al equilibrio de hinchamiento
a 37°C.
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Hinchamiento en el Equilibrio (%)

Figura 27. Comportamiento termosensible en el hinchamiento correspondiente al hidrogel

2700

2250

1800

1350

900

450

R —m pH7.4
—m pH45
I . | L. 1 B
0 20 40 60 80 100 140 160 180
Tiempo (h)

de PNIPAAm.

64



2700 |- ~—m—pH7.4
_ ~—m pH45
o
= 2250 |
ie)
S
S 1800 = = =
O
q | o i i
o)
- 1350 |
()
9 L
[
@ 900 |
£
(U -
e
9 450}
I -

0 " 1 " 1 " 1 1 h 1 " 1 " 1 1

L 1 L 1
0O 20 40 60 8 100 120 140 160 180
Tiempo (horas)

Figura 28. Comportamiento termosensible en el hinchamiento correspondiente al hidrogel
P/C1.
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Figura 31. Comparacioén entre xerogel a temperatura ambiente (25°C) (izquierda) y
después de llegar al equilibrio de hinchamiento a 37°C (derecha).
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Estudios de la Incorporaciéon y Liberaciéon de Metronidazol

Los estudios de incorporacion y liberacién de metronidazol se llevaron a cabo usando los
hidrogeles de P/C2 y P/C3 considerando su mayor capacidad de hinchamiento y
propiedades de adherencia cualitativamente mas favorables.

Los perfiles de liberacién de metronidazol a 37°C en buffer pH 4.5 y en FVS se
muestran en la Figura 32A. Se observa que ambos hidrogeles alcanzan el equilibrio de
liberacion después de 22 h. La Figura 32B muestra la cinética de liberacion en las primeras
5 h. Si bien en los estudios de hinchamiento llevados a cabo a 37°C se observa que los
hidrogeles exhiben muy poco hinchamiento comparado a 25°C, y estos alcanzan el
equilibrio dentro de las primeras 3 h, la liberacién del farmaco prolongada mas alla de este
tiempo podria indicar que las moléculas de metronidazol interactuan fuertemente con la red
polimérica tras el colapso del hidrogel de PNIPAAmM/PMVE-alt-MA a dicha temperatura, por
lo tanto, las moléculas se liberan de manera gradual en el tiempo. Este comportamiento se
considera favorable para la aplicacién del sistema en el tratamiento de la vaginosis
bacteriana, es deseable que el metronidazol se libere sostenidamente en el tiempo con la
finalidad de mantener la concentracién del farmaco en el intervalo terapéutico requerido
(Perioli et al., 2009).

Los productos vaginales deben disefarse para la conveniencia de las mujeres y
cumplir algunos requisitos como: evitar fugas del producto, que no produzcan irritacion y
que sean inodoros e incoloros (Perioli et al., 2008). En la literatura se han descrito varios
sistemas para la liberacion de metronidazol via vaginal como cremas, supositorios, geles,
duchas vaginales, entre otros. Sin embargo, estas formulaciones no son adecuadas para
asegurar la permanencia del farmaco en la superficie de la mucosa vaginal durante el
tiempo adecuado por lo que se requiere de aplicaciones repetidas para garantizar la
erradicacion de la patologia (Perioli et al., 2009). En el 2008, Perioli et al., compararon la
liberacion de metronidazol desde un gel mucoadhesivo compuesto de 5-metil-pirrolidona-
quitosano (MPCS) y una formulacién comercial de tipo gel llamada Zidoval® compuesto de
carbopol 934P. Los autores reportan mejores resultados de liberacion a partir del gel
mucoadhesivo (86%) comparado con la liberacion obtenida desde la formulacion comercial
(64%) bajo las mismas condiciones (pH 5 a 37°C). Ademas, realizaron pruebas de fuerza
de mucoadhesién ex vivo en condiciones similares a la mucosa vaginal, donde observaron
que Zidoval® muestro menor fuerza de mucoadhesién comparado con los geles de MPCS.

El resultado de esta comparacion es promisorio ya que nos indica que la aplicacion de
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formulaciones con caracteristicas mucoadhesivas para la liberacién de metronidazol puede
ser mas exitosa sobre las formulaciones comerciales que carecen de esta propiedad.

La aplicacion de formulaciones de tipo mucoadhesivas como los hidrogeles de
PNIPAAmM/PMVE-alt-MA podrian extender el tiempo de residencia de metronidazol en la
mucosa vaginal.

El hidrogel P/C2 exhibié un mayor porcentaje de liberacion en FVS (94.25+1.23%),
comparado con el medio buffer pH 4.5 (88.5+0.76%). Por otro lado, el hidrogel P/C3 liberd
83.15+£1.56% en pH 4.5y 83.55+2.24% en FVS.
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Figura 32. Porcentaje de metronidazol liberado a 37°C desde los hidrogeles P/C2 y P/C3:
A) hasta llegar al equilibrio y B) durante las primeras 5 horas.
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La Figura 33 muestra los perfiles de liberacién de

metronidazol a 25°C desde los

hidrogeles P/C2 y P/C3. Se observa que la liberacién alcanza el equilibrio mas rapido que

a 37°C, después de las primeras 2 h en ambos hidrogeles
que libera un mayor porcentaje de metronidazol (98.4911.
que en FVS libera 92.65+1.55%. El hidrogel P/C2 libera

, siendo la composicion P/C3 la
18%) en bufer pH 4.5, mientras
94.51+4.31% y 78.13+2.42% en

medio bufer pH 4.5 y en FVS, respectivamente. El proceso de difusién del farmaco en los

estudios de liberacion a 25°C es mas rapido comparado con los estudios llevados a 37°C,

esto podria atribuirse a la relajacion y expansion de las cadenas a 25°C.
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Figura 33. Porcentaje de metronidazol liberado a 25°C desde los hidrogeles P/C2 y P/C3.
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Estudio del Mecanismo de Liberacion de Metronidazol

La Tabla 10 muestra parametros de ajuste de los datos de liberacién desde los

hidrogeles P/C2 y P/C3 segun la ecuacion de Korsmeyer-Peppas. Bajo las mismas

condiciones (FVS y 37°C), la liberacién de metronidazol desde el hidrogel P/C2 estuvo

gobernada por transporte anémalo, mientras que en la muestra P/C3 ocurrié por un proceso

de difusion Fickiana (Ordufio et al., 2019). Este resultado indicé que, bajo esas condiciones,

el mecanismo de transporte de metronidazol estaba fuertemente influenciado por la

composicioén de los hidrogeles.

Por otro lado, no se observo efecto del pH o el cambio de temperatura sobre el

mecanismo de transporte de metronidazol en cada tipo de hidrogel.

Tabla 10. Parametros de ajuste de los datos de liberacién de metronidazol a la ecuacién de

Korsmeyer-Peppas para los hidrogeles P/C2 y P/C3, en las condiciones de liberacion

estudiadas.

Hidrogel Condiciones

Parametros de ajuste

Mecanismo de liberacion

n k (103) r?
pH 4.5 25°C 0.522 1.7 0.9865 Transporte anémalo
P/C2 FVS 25°C 0.589 0.44 0.9764 Transporte anémalo
pH 4.5 37°C 0.349 1.5 0.9919 Difusién Fickiana
FVS 37°C 0.466 0.37 0.9947 Transporte anémalo
pH 4.5 25°C 0.400 4.63 0.9869 Difusién Fickiana
P/C3 FVS 25°C 0.473 3.6 0.9843 Transporte anédmalo
pH 4.5 37°C 0.433 1.5 0.9857 Difusién Fickiana
FVS 37°C 0.427 2.0 0.9902 Difusion Fickiana
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se sintetiz6 PNIPAAmM por medio de una reaccion de polimerizacion
por radicales libres. Se evidencié la formacion del polimero a partir de los resultados
obtenidos de las caracterizaciones. En el espectro RMN del polimero se observd la
eliminacion de las sefales de los protones vinilo (¢ y d) y la aparicion de las
correspondientes a los protones metileno y metino (e y f). En el espectro de FTIR se observé
la disminucién de intensidades de los picos que corresponden a C=C (965, 989 y 716 cm-
1). En el TGA se observé que aumenta la Tmax cuando el polimero se forma. En el espectro
UV-Vis de la muestra PNIPAAmM no se presenta la absorbancia correspondiente al C=C de
la NIPAAm. Se determind, ademas, la LCST de la PNIPAAm sintetizada, obteniendo un
valor cercano al reportado (Ju et al, 2001).

Se prepararon satisfactoriamente redes semi-interpenetradas compuestas por
PNIPAAm y PMVE-alt-MA en diferentes composiciones. En el espectro FTIR
correspondiente a los hidrogeles compuestos, todas las formulaciones presentan los picos
correspondientes a ambos componentes poliméricos desplazados a menor numero de onda
por posibles interacciones entre las cadenas de los polimeros. En el analisis
termogravimétrico, las formulaciones con mayor concentracién de PMVE-alf-MA mostraron
Tmax similares a los componentes poliméricos. Se evidencid mediante SEM que al
aumentar la concentracion de copolimero el tamafio de poro de la matriz polimérica
disminuye. El analisis reolégico mostré que los hidrogeles P/C2 y P/C3 presentan un
comportamiento mas elastico que viscoso.

Todas las formulaciones de hidrogeles se hinchan mas a 25°C y a pH 4.5, por otro
lado, a 37°C el hinchamiento es minimo, presentando el mayor hinchamiento en FVS.
Ademas, la incorporacion de PMVE-alt-MA a la matriz de PNIPAAm favorece el
hinchamiento, siendo la composiciéon con mayor cantidad de PMVE-alt-MA la que muestra
mayor capacidad de hinchamiento.

A medida que aumenta la cantidad de PMVE-alt-MA en los hidrogeles, estos tienen
mayor pérdida de masa; sin embargo, en todos los casos, las pérdidas son menores en
FVS.

Los hidrogeles de PNIPAAmM/PMVE-alt-MA mostraron un comportamiento
termosensible reversible durante al menos tres ciclos de alternar la temperatura entre 25y
37°C, lo cual se correlaciona con el comportamiento LCST de la PNIPAAmM.

La liberacion de metronidazol desde las semi-IPNs mostro una cinética mas lenta a

37°C, comparada con lo ocurrido a 25°C. Ademas, los hidrogeles de composicién P/C2
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fueron los que liberaron en mayor proporcion bajo condiciones fisiolégicas a 37°C en FVS,
lo que, aunado a las caracteristicas adherentes cualitativamente observadas, los hace
promisorios para ser aplicados como dispositivos de liberacion prolongada de metronidazol

en mucosa vaginal para el tratamiento de la vaginosis bacteriana.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Para estudios posteriores se recomienda:

Realizar la determinacion del punto de nube para los hidrogeles de PNIPAAmM y
PMVE-alt-MA en diferentes medios de pH y en FVS.

Realizar estudios de liberacion de metronidazol desde los hidrogeles en estado
relajado bajo condiciones fisioldgicas de temperatura en FVS.

Evaluar la efectividad de la liberacion del farmaco mediante estudios de inhibicion
bacteriana.

Evaluar la toxicidad del hidrogel mediante pruebas de hemocompatibilidad.

Evaluar la bioadhesividad de los hidrogeles para determinar la efectividad como

dispositivos de liberacion de farmacos en mucosa vaginal.
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Curva de calibracion de metronidazol en FVS.
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