POR LA REALIZACION PLENA DEL SER

UNIVERSIDAD AUTONOMA BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

“Sintesis de nanoparticulas para liberacion de analgésicos y antimicrobianos, para
aplicaciones médico - quirurgicas”

TESIS
Para obtener el grado de
Maestra en Ciencias
Por
HATZIRI ITZAYANA PENA PENA
Director de tesis
Dr. Héctor Alfonso Magara Badilla
Co-Director de tesis
Dr. José Manuel Cornejo Bravo

Tijuana, B.C. a 9 de diciembre de 2022



Universidad Auténoma de Baja California
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

Folio No.336
Tijuana, B.C., a 15 de noviembre del 2022

C. Hatziri Itzayana Pefa Pefia
Pasante de: Maestria en Ciencias
Presente

El tema de trabajo y/o tesis para su examen profesional, en la
Opcién TESIS

Es propuesto, por los C.__Dr. Héctor Alfonso Magaiia Badilla y
Dr. José Manuel Cornejo Bravo

Quienes seran las responsables de la calidad del trabajo que usted presente,

referido al tema __ “Sintesis de nanoparticulas para liberacion de analgésicos y

antimicrobianos, para aplicaciones médico - quirtrgicas”

El cual debera usted desarrollar, de acuerdo con el siguiente orden:

l. INTRODUCCION

1I. EXPERIMENTAL

1. RESULTADOS Y DISCUCIONES
[\VA CONCLUSIONES

V. ANEXOS

VI. REFERENCIAS

i sl
UNIVERSIDAD AUTONOMA

Dra. Ana Alejandfa Ramirez Rodriguez DOF SAJACALIFORNA Dr, José Manuel Cornejo Bravo
Sub-Directora ) Co - Director de Tesis

M.C. Roberto Aléjandro Reyes Martinez
Director

FACULTAD DE CIENCIAS
QUIMICAS E INGENIERIA
COORDINACION DE
POSGRADO E INVESTIGACION



LISTA 08 TIGUIAS ...ttt b bttt b e bbb e e a et e e et ebeebeebeebeneens 6
LISTA e TADIAS. ..ottt et be e 8
W0 |- Vo L= 1ol T g 11T ] (oSSR 9
Agradecimientos INSLITUCIONAIES .........c.ooiriririiieieiee et 9
AQradeCimientos PEISONAIES.......c.eiiiiirtertertertes ettt ettt b et be e e e s et be b saeebeneens 9
Agradecimientos & CONACYT ..ottt e ettt e s be e b e s teesaesbesteessesbeessesseereans 10
RESUIMEIN ...ttt b ettt et e bt e s b e s bt e s at e st e e bt e bt e abe e smeesateeat e et e e sbeesatesanesabeenbeennes 11
CAPITULO L. INTRODUCCION........coieieiieeiieeeeeteeie e sesesesse s sesae st sas s s sesse s ssssssananns 12
RN g = Tot T [ o1 TSP 12
.2 HIPOLESIS ...ttt bbbt b ettt b ettt e b et ek et et et e bt e st naeneas 16
1.3 JUSHITICACION ...ttt sttt ettt st st et et e e eseenessessesbeseens 16
1.4 ODJELIVO GENEIAL ..ottt sttt e re et e et e st e s asesbesbeenbesteesaentesssensesreeneas 20
1.5 ODJEtIVOS ESPECITICOS. ....veuevenietiietiieiesieese ettt sttt 20
IR U ol (=0 (oo USROS 21
1.6.1 Sistemas de liberacion modificada de FArmacos ...........cccoeereireinieinereeeeeee e 21
1.6.2 NANOPAITICUIAS ...c.veveeeieiiceeetieteet ettt ettt ettt e st e e st e sreetesbeesbesteessentesaaensesreennas 24
1.6.4 NaNOQEIES POHMEIICOS ......ocveeeeiicieie sttt ettt ettt e s be e besbeera e beeanesbesreennas 26
1.6.5 Nanoparticulas como terapia contra bacterias............covevvevieieeeieiseseseeeeeeee e 27
1.6.6 Polimeros como agentes antimiCrobDIan0S............cccviirierierieieieeeeee e 29
1.6.7 Métodos de preparacion de nanoparticulas polimeéricas ..........cccccevveeverevevievieeeeeeee e, 30
1.6.8 Técnicas de caracterizacion actualmente utilizadas en sistemas de liberacion de farmacos
............................................................................................................................................................ 34
CAPITULO . EXPERIMENTAL ..ottt ssesae s sesss st sas s ssssssssssassessssasssssssananes 40
11.1 Sintesis de mondémero de acido metacriloiloxi-0-benzoico (MAOB) .........ccceevveieieeeeneeeenns 40
11.2 Caracterizacion de mondmero de MAOB ..o 41
11.2.1 Cromatografia de Capa FiNa (CCR) ..ot 41
11.2.2 Espectrofotometria de Infrarrojo con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR).......... 42
11.2.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN-H2)..........ccccoiiiiiieieeeeeeeeeeee e 42
11.3 Generacion de Sal de IMAOB..........ooiiieee et 42
11.4 Caracterizacion de Sal de MAOB ..ot 43
11.5 Sintesis de nanoparticulas poliméricas de MAOB...........c.ceveeieeeieecese e 43
11.6 Caracterizacion de nanoparticulas de MAOB ..o 44



11.6.1 Dispersion de LUZ DINAMICA ........ccceiuiecieriiiieieseetete ettt sae e se et e sneennas 44

11.6.2 Espectrofotometria Infrarrojo con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) ............... 45
11.7 Sintesis de nanoparticulas de MAOB cargadas con clorhexiding.........c.cccceceevenninniencncnenne 45
11.8 Caracterizacion de nanoparticulas polimeéricas cargadas............coceoeverererirenieenieeneeseeneens 47

11.8.1 Dispersion de LUZ DINAMICA ........cccviuieieriicieeseeeete ettt sttt sre et e saesreennas 47

11.8.2 Espectrofotometria Infrarrojo con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) ............... 48

11.8.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) .......cccccveireienenincneeeeeee 48
11.9 Incorporacion de nanoparticulas cargadas €N SULUTES..........cccvueerieereerienineneeeseeeseeeseee e 50
11.10 Caracterizacion de suturas con nanoparticulas poliméricas cargadas............ccceceeeereenuenene 51
11.11 Estudios de hidrdlisis — liberacion de nanoparticulas a partir de suturas y cinética de
1o =T = o [0 o OSSR 52
11.12 Andlisis y caracterizacion del medio de liberacion para estudios de hidrdlisis — liberaciéon y
estudio de la cinética de liberacidn de farmacos, por CLAR ... 53

11.12.1 Preparacion de SOIUCIONES .........ccuiiieeeeeieetectecte ettt ettt ste st este e beste e e ebesnaenaesreennas 53

11.12.2 Preparacion d& MUESEIAS .........coerirueirierieierieiereeiesieie ettt sttt be sttt be e b e nsenas 54

11.12.3 Condiciones CromatOgrafiCaS. .......cerirueririeririirieierteeree ettt 54
11.13 Evaluacion de fuerza tensil y elasticidad de suturas cargadas ............coccovevrenireneenencnienens 56
11.14 Evaluaciéon antimicrobiana a partir de suturas cargadas ...........c.coeeeeeveeeeceseeveneeeese e 57

11.14.1 Preparacion de MEIOS ........cceceeiieiieeieeie ettt e et e te st ste st aesteeseebesteesaesbesnsensesrnennas 58

11.14.2 Sembrado de bacterias para obtencién de cultivo de 24 horas.........ccccccevvevvecieveecennennn. 58

11.14.3 Preparacion del iNOCUIO............ccviiiiecieiceeececteteste ettt st aeene s 59

11.14.4 Indculo en placa para la realizacion de antibiograma...........ccoceeeeeeeeeceneecececceececeenn, 59

11.14.5 Antibiograma con SUtUIas Cargadas...........ccecveeerieeeeieeiieeiese e ste e ste e aesreenesresveennas 60
11.15 Evaluacion de viabilidad CEIUIAT..........ccooeieieieiciere e 62

11.15.1 Evaluacion de viabilidad celular por método indirecto.........cccccevveevevevieviesicicieeeeeee, 62

CAPITULO 111. RESULTADOS Y DISCUSIONES .......vuiiieeeeeeeeeeeiereseeiesesiestssessessssessssessesesssssnans 64
I11.1 Sintesis de mondmero de acido metacriloiloxi-0-benzoico (MAOB).........ccccoeveveceeeeciecnenen, 64
111.2 Caracterizacion de monOmero de MAOB ... 64

111.2.1 Cromatografia de capa fina (CCRF) ...cuuiiieieieieeseceseee et 64

111.2.2 Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) ............ 65

111.2.3 Resonancia magnética nuclear (RMN-HY) ..ot 67
111.3 Caracterizacion de Sal de MAOB.........cc.oeieeeeeeeeeese ettt esesaesaeseens 68

111.3.1 Espectrofotometria de Infrarrojo por Transformada de Fourier, con Reflectancia Total
F AN TNV Bl I 1 N I TR 68



111.4 Caracterizacion del polimero de MAOB ..ot 70
111.4.1 Espectrofotometria de Infrarrojo por Transformada de Fourier, con Reflectancia Total

ALENUAA (FTTR-ATR) oottt ettt et e e s re et et e s et e sbeebesteesaesesseestesreensesteeseans 70

111.4.1 Obtencion de tamafio de particula por medio de DLS..........ccccveiiniinennencereeeeen 72
111.5 Cargado-incorporacion de clorhexidina a nanoparticulas............c.coceovevnenneneinecencnnene 72

111.5.1 Obtencion de liofilizado de nanoparticulas poliméricas de MAOB cargadas con

(02 o] o3 o |1 = TS 72
I11.6 Caracterizacién de nanoparticulas poliméricas cargadas con clorhexidina.............cccoc........ 73

111.6.1 Caracterizacién de liofilizado de nanoparticulas ............ccoceveveecenecceeneceeese e 73
I11.7 Incorporacion de nanoparticulas cargadas €N SUTUFAS ........cceeeeverieeceerieseesreseeeeseeeeesee e 79

111.5.1 Obtencion de suturas impregnadas con nanoparticulas poliméricas de MAOB cargadas
(oto] g 1ol 0] g 11> (o 11 0T SO 79

111.8 Caracterizacion de la incorporacion de nanoparticulas cargadas en suturas quirurgicas.... 80

111.8.1 Analisis por espectrofotometria de Infrarrojo por Transformada de Fourier, con

Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR) ..ot 80
111.9 Analisis y caracterizacion del medio de liberacién para estudios de hidrolisis — liberacion y
estudio de la cinética de liberacion de fArmacos, Por CLAR .........cccoeireireineereeeese e 81

111.9.1 Estudios de hidrolisis-liDEracion ..o 81

111.9.2 CiNELICA e TIDEIACION........ovieiieieieete ettt sttt saenaas 84
111.10 Evaluacién de fuerza tensil y elasticidad de suturas cargadas...........cccceeevvevvereeeeeeiesesnnnens 84
111.11 Evaluacién antimicrobiana a partir de suturas cargadas...........c.cccceeeeererieriereereereeeseseenens 86

111.11.1 Evaluacion con ESCherichia COli........oouiiiieiiiiiniseseee e 86

111.11.2 Evaluacion con EnterocoCCUS faeCaliS.........ccuviriririrenieieieiecsese e 89

111.11.3 Evaluacion con StaphylOCOCCUS QUIBUS ........cceceeciieeeeecteciecte ettt e 91

111.11.4 Evaluacion con Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina...........ccccecevverreneennnne. 94

H1.11.5 COMPArativo NTEE SULUFAS.......ccueiueeeieriereeeieseseesieeeeeeessesssessesseessessesssessessesssessesssessessesses 97
11.12 Evaluacion de viabilidad CEIUIAT ..o 99

CAPITULO IV. CONCLUSIONES ......ooiiuereeeeeeceereeteeie e esae s tesss s tsssssesassssssssssss s sssssssssasssssnes 102
CAPTTULO V. ANEXOS .....ooeeeeeeeeieeteeesestesee s s s sesas s sesss s sesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 104
CAPITULO VI. REFERENCIAS .....oovitriiriieiesiesie ettt sttt sss sttt ssessns 106



Lista de figuras

Figura 1. Infecciones nosocomiales en 10s Estados Unidos. ...........ccccoeiiriiinicienc s 13
Figura 2. Sutura poliglactina 910 vista en microscopio electronico (60X). ..........ccvvveverivereennns 14
Figura 3. Representacion de monomeros (a) y polimero (D). ....ccovevveveiieiieiecc e 15
Figura 4. Estructura quimica de Un POHIESIEN ..........cccveiiiiiiicie e 16
Figura 5. Sutura quirurgica tradicional vs recubierta con antimicrobiano ...............ccocceeveieennens 18
Figura 6. Estructura quimica de clorheXiding. ............cccveveiiieieiie i 19
Figura 7. Estructura quimica del monémero metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB) .........c.ccc....... 20
Figura 8. Representacion esquematica de una matriz hidrofilica después de determinado tiempo.
....................................................................................................................................................... 22
Figura 9. Representacion esquematica de una matriz lipofilica. ........c.cccoevevveviiieviicieciccees 23
Figura 10. Sistemas 0Smaticos MONOITICOS.........ccveiieiiiie e 24
Figura 11. Nanoparticulas dirigidas especificamente hacia células tumorales para
adMInNIStracion de FArMACOS. .........oiiiiieciciee ettt reeneeneas 25
Figura 12. Estructura quimica del &cido poli(d, I-lactico-co-glicOlico).........cccovrvreiinirniinnnnne 26
Figura 13. Nanogeles biocompatibles sensibles a estimulos.............ccoceovviiinniiiiieiniiecee 27
Figura 14. Liposomas como estructuras para cargado y liberacion de farmacos .............cc.cc...... 29
Figura 15. Polimeros antimicrobian0s (AMP) ..o s 30
Figura 16. Método de evaporacion de solvente para formacion de nanoesferas. ...........cccoceeee. 31
Figura 17. Método de emulSion / eVapOraCiON ...........cocereiriieieenenieese et 32
Figura 18. EmulSion por PreCipitaCion ...........cooeierieiieneine e 33
Figura 19. NanOPreCiPItaCiON .........cccieoieririerieieesie ettt ettt 34
Figura 20. Representacion esquematica de la técnica de DLS ... 35
Figura 21. Representacion esquematica de la técnica de espectrofotometria infrarrojo ............. 36
Figura 22. Representacion esquematica de la técnica de resonancia magnética nuclear ............ 37
Figura 23. Diagrama basico de un cromatografo de liquidos de alta resolucion........................ 38
Figura 24. Representacion esquematica de la técnica de cromatografia de gases acoplada a
ESPECLIOMELITA A8 MASAS ...c.veevecvieitieie ettt ettt et e e e sre e ste e e s be e s beesbesaeesbeensesbeesaeeneenneennas 39
Figura 25. Ruta de sintesis de acido metacriloiloxi-0-benzoico............cccccevveveiiciicic e 40
Figura 26. Cromatografia de capa fiNa ..........ccoeiiiiiiiicc e 41
Figura 27. Ruta de sintesis de sal de MAOB ... 43
Figura 28. Reaccion de poliMEeriZacCion ...........ccccveiiiiiiie e 44
Figura 29. Lectura de poli(MAOB) en espectrofotometro infrarrojo..........ccccoevvveiieiciicieennn, 45
Figura 30. Reaccidén de polimerizacion de nanoparticulas cargadas con clorhexidina ............... 47
Figura 31. Incorporacion de nanoparticulas poliméricas de clorhexidina en suturas quirurgicas.
....................................................................................................................................................... 51
Figura 32. Hidrolisis-liberacion de nanoparticulas poliméricas cargadas con clorhexidina. ...... 53
Figura 33. Sutura en analizador de textura Brookfield CT3..........cccociiiiiiiiiniiieiee e 57
Figura 34. Sembrado Por agOTAMIENTO. .........ceiieieiiieierie i 59
Figura 35. Sembrado con hiSOPO POr €Stria CEITAGA. .........cvieririeieie e 59
Figura 36. Procedimiento general del cargado de suturas quirdrgicas por el método de inmersion
....................................................................................................................................................... 61
Figura 37. Colocacion de Suturas €N Caja Pl .........ccoceiiriiiiiiieese e 62



Figura 38. Placa de 96 pocCillos CON DMEM.........c.ccooiiiiiiiieiecc e 62

Figura 39. Lector de placas Multiskan FC Thermo ScientifiC..........cccccccvvvivieeii i 63
Figura 40. Cromatografia de capa fina. (A, representa al estandar de referencia de acido

salicilico; B, representa la muestra de MAOB) ........ccoov e 65
Figura 41. Espectro de infrarrojo del monomero de MAOB ... 66
Figura 42. Espectro de RMN-H! del mondmero de MAOB...........ccccovvieeiveeeeeerereese s 68
Figura 43. Espectro IR comparativo de MAOB y su formaen sal..........ccccoovieiiiincniinnnnnn 69

Figura 44. Espectro de infrarrojo comparativo de la sal de MAOB y el polimero de MAOB.... 71
Figura 45. Representacion grafica del tamafio de particula obtenido al polimerizar el monémero
B IMAIDB ... et e et e e bt e et e et e ah e e et e e ateeate e aareabeenraeereeas 72
Figura 46. Liofilizado de nanoparticulas poliméricas de MAOB cargadas con clorhexidina..... 73
Figura 47. Representacion grafica del tamafio de particula obtenido previo (a) y después (b) de
la reaccion de polimerizacion de particulas de MAOB cargadas con clorhexidina, asi como

AESPUES A€ TIOFIHZAAAS (C) ..vvververerrerieieiesie ettt ettt 74
Figura 48. Espectro IR comparativo entre el liofilizado de nanoparticulas poliméricas cargadas
con clorhexidina, sal de MAOB y clorhexidina diaCetato .............cevvreereeiriieeni e 76
Figura 49. Cromatograma del estandar dual con &cido salicilico (pico 1) y clorhexidina diacetato
(0L 1 USSR 78
Figura 50. Cromatograma de la solucion con liofilizado de nanoparticulas poliméricas de
MAOB cargadas CoN ClOrNEXIAING..........c.ccoieiieiieie e sre e 79
Figura 51. Suturas cargadas con nanoparticulas poliméricas de 15 cm, 3 cm y 1 cm de longitud,
FESPECTIVAMEINTE. ......vieee ettt ettt e s te et e s te et e e aeesbe e teessesteenbeaneesteesseaneenteeneens 79
Figura 52. Espectro comparativo entre una sutura blanco, sutura cargada y el liofilizado de
nanoparticulas POIMErICAS CArgAUAS. .........ccvevveiieiiecieie ettt sre e e e e 80
Figura 53. Cromatograma del estandar dual de acido salicilico y clorhexidina diacetato........... 81
Figura 54. Cromatograma de la muestra del medio de liberacidn con los farmacos acido
salicilico y clorhexXiding diaCetatO..........c.civeiuiiic e e 82
Figura 55. Acercamiento del cromatograma de la muestra del medio de liberacion con los
farmacos acido salicilico y clorhexiding diaCetato ............c.ccvevevieriereiiiicese e 83
Figura 56. Cinética de liberacion de fArmMacoS ...........cocereiriiiisicee s 84

Figura 57. Gréfico de fuerza tensil ejercida para la ruptura de sutura blanco y sutura cargada.. 85
Figura 58. Halo de inhibicion de la sutura blanco y sutura patrén, a los dias 1y 5 en E. coli.... 86

Figura 59. Halo de inhibicion de las suturas cargadas, a los dias 1, 3y 5, en E. coli.................. 87
Figura 60. Halo de inhibicion de sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y sutura con
clorhexidina diacetato, en E. COli, diaS 1Y 5 .ooviiiiiiiiiie e 88
Figura 61. Halo de inhibicion de la sutura blanco y sutura patron, a los dias 1y 5 en E. faecalis.
....................................................................................................................................................... 89
Figura 62. Halo de inhibicion de las suturas cargadas, a los dias 1, 3y 5, en E. faecalis............ 90
Figura 63. Halo de inhibicion de sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y sutura con
clorhexidina diacetato, en E. faecalis, diaS LY 5. ...cccoeiiiiiiii i 91
Figura 64. Halo de inhibicion de la sutura blanco y sutura patron, a los dias 1y 5 en S. aureus..
....................................................................................................................................................... 92
Figura 65. Halo de inhibicion de las suturas cargadas, a los dias 1, 3y 5, en S. aureus.............. 92



Figura 66. Halo de inhibicion de sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y sutura con

clorhexidina diacetato, en S. aureus, diaS 1 Y 5. ....cocveeiieiice e 94
Figura 67. Halo de inhibicion de la sutura blanco y sutura patron, a los dias 1y 5 en SARM. .. 95
Figura 68. Halo de inhibicion de las suturas cargadas, a los dias 1, 3y 5, en SARM................. 95
Figura 69. Halo de inhibicion de sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y sutura con
clorhexidina diacetato, en SARM, diaS LY 5.....ocveiiiiiiiiie et 97
Figura 70. Gréfico comparativo de halos de inhibicion entre suturas estudiadas, al dia 1.......... 98
Figura 71. Gréfico comparativo de halos de inhibicion entre suturas estudiadas, al dia 5.......... 99
Figura 72. Placa de 96 pocillos con cultivo de células y elucion de suturas. ............ccoceeeeenene. 100
Figura 73. Gréfico comparativo del porcentaje de viabilidad celular.............ccocooeiriiiininnne. 101
Lista de tablas

Tabla 1. Condiciones cromatogréaficas para el analisis por CLAR. .........ccccoeiiiineiniencneenens 50
Tabla 2. Condiciones cromatogréaficas para el analisis por CLAR ..........ccccoeiiienninieneneenens 55
Tabla 3. Secuencia de inyecciones para analisis de por CLAR. Estudio de hidrolisis — liberacion
(0 Lc 1 T Vo o LSRR 55
Tabla 4. Secuencia de inyecciones para andlisis de por CLAR. Estudio de cinética de liberacion
(0L L4 T T o LSRR RO TP 56
Tabla 5. Condiciones de analisis para resistencia a 1a tracCion ............ccccceeevieveeie s, 57
Tabla 6. Orden de cOlOCACION UE SULUIAS ......cuvereeieieiieiiesiisieeieie et 61
Tabla 7. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro infrarrojo de MAOB......... 67
Tabla 8. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro infrarrojo de la sal de
@ ] TSSO 69
Tabla 9. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro IR del polimero de MAOB
....................................................................................................................................................... 71
Tabla 10. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro infrarrojo de clorhexidina
(01Tt e Lo ISR 75
Tabla 11. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro infrarrojo del liofilizado de
nanoparticulas cargadas de ClorheXiding ...........ccccooeiieiiiniiiiese e 77
Tabla 12. Concentracion de acido salicilico y clorhexidina en el medio de liberacion............... 83
Tabla 13. Didametro de los halos de inhibicion de suturas en cultivo con Escherichia coli ......... 88
Tabla 14. Didametro de los halos de inhibicion de suturas en cultivo con Enterococcus faecalis.
....................................................................................................................................................... 90
Tabla 15. Diametro de los halos de inhibicion de las suturas en cultivo con S. aureus............... 93
Tabla 16. Diametro de los halos de inhibicion de suturas en cultivo con SARM. ..........ccceeueee. 96



Agradecimientos
Agradecimientos institucionales

Agradezco a la Universidad Auténoma de Baja California y a la Facultad de Ciencias Quimicas e
Ingenierias, por ser mi casa de estudios durante dos afios mas, pues después de recibirme durante
la carrera universitaria por cuatro afos, ahora también me permitio ser parte de la comunidad de
posgrado. Gracias por seguir formando estudiantes que desean superarse Yy crecer

profesionalmente.

Gracias a los doctores, profesores e investigadores que apoyaron este proyecto, pues debido a sus
conocimientos y aportaciones, se logré ampliar mi panoramay ver con mayor claridad al momento
de realizar experimentos y buscar alternativas cuando hubo dificultades. Gracias por todo su apoyo
Dr. Héctor Magafia, por apoyarme, por darme su confianza y guiarme durante este camino. Fue
bueno ver como poco a poco crecid y sigue creciendo el laboratorio y se ha buscado la mejora de
las instalaciones y equipos, para un desarrollo éptimo en la investigacion. De igual manera,
agradezco a la Dra. Kenia Palomino por sus aportaciones y por ayudarme a resolver dudas que
iban surgiendo dia con dia. Gracias por compartir su conocimiento y dar consejos que ayudaron a
mejorar y optimizar los procesos, recursos y el tiempo. Gracias, también al Dr. José Cornejo por
sus contribuciones y aportaciones Unicas e importantes, por apoyarme cuando se requirid. Gracias
a la Dra. Lilia Hurtado por permitirme hacer uso de su laboratorio y apoyarme durante la
realizacion de una parte fundamental de este proyecto, gracias por su empatia y paciencia en cada

momento.

Muchas gracias también a la maestra Brisa Hernandez por el material proporcionado para la
realizacion de este proyecto y por todas las aportaciones que realizd cada vez que lo necesité, por
todo el conocimiento heredado y por su tiempo. Gracias al maestro Hebron Vazquez, también por

sus aportaciones, por siempre apoyar y ser un gran colega.

Agradecimientos personales
Agradezco enormemente a todas las personas que estuvieron presentes durante este proceso,

gracias por el apoyo moral, por la comprensién y por el soporte emocional.

Gracias, Angel Medina, por ser un gran compariero dentro y fuera del laboratorio, por ayudarme
en muchas ocasiones con tus conocimientos, tu comprension y tu carifio. Gracias por el tiempo

que invertiste apoyandome siempre. Eres sin duda una gran persona.



Gracias a mi familia, a mis padres y hermanos que me apoyaron de la manera que estaba en sus

posibilidades. Gracias por sus palabras de animo y apoyo extra escolar.

Gracias, también, a mis comparieros de laboratorio, por su compafiia, aportaciones y apoyo de
manera genuina. Me ayudaron a mejorar y ampliar mis conocimientos. Gracias Angel Medina,
Teresa Rodriguez, Vanessa Gonzalez, Daniel Sosa y Gabriela Valenzuela. Hicieron que mis dias
dentro y fuera del laboratorio fueran mas amenos y que los momentos dificiles no lo parecieran,

sobre todo al final de cada semestre.

Gracias a mis amigas incondicionales. Gracias Laura por todo tu apoyo, pues a pesar de la
distancia, siempre mostraste ese apoyo y carifio. Gracias por esas palabras de &nimo y por siempre
confiar en mi y mi capacidad, soy afortunada de contar con tu amistad en mi vida. Gracias Cristal,
por siempre estar para mi en los momentos dificiles, por escucharme y aconsejarme cuando mas
lo necesitaba. Siempre estaré agradecida por tu compafiia y comprension, por ser una gran amiga

con la que puedo contar en las buenas y en las malas.

Agradecimientos a CONACyYT

Agradezco enormemente al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) por la beca
otorgada (CVU 1064227), durante mis estudios de posgrado y la realizacion de este proyecto, pues
gracias a ello, se logré su conclusion de manera satisfactoria. Gracias también, a la convocatoria
de investigacion de ciencia basica CONACYT 2017-2018 del Fondo Sectorial de Investigacion
para la Educacién CB2017-2018 (proyecto A1-S-29789).

10



Resumen

En la actualidad, existe un problema de salud que afecta a gran parte de la poblacion, esto es la
infeccion en heridas, especificamente las heridas causadas después de un procedimiento
quirdrgico, estas infecciones son mejor conocidas como infecciones de sitio quirdrgico y vienen
ligadas a una problemaética altamente preocupante, pues para tratarlas, es necesario hacer uso de
antimicrobianos, como los contenidos en suturas quirargicas. Sin embargo, los medicamentos
utilizados actualmente, han mostrado un aumento inminente de la resistencia bacteriana, es por
ello que se siguen buscando alternativas a este problema, pues, aungue no es conveniente el dejar

de utilizarlos, es importante hacer un buen manejo de ellos.

Es por ello que, en esta investigacion, se buscd sintetizar un sistema nanométrico y polimérico de
liberacion del farmaco éacido salicilico y clorhexidina, ademéas de su cargado en dispositivos
médicos, como lo son los hilos de sutura. Esto con el fin de ser de utilidad en la terapia del paciente
afectado por alguna herida causada en operaciones o intervenciones quirdrgicas, esto gracias a que
la clorhexidina funciona como un antimicrobiano y el acido salicilico es conocido por sus

propiedades antiinflamatorias y analgésicas.

El sistema desarrollado, se caracterizd por medio de técnicas analiticas como: dispersion de luz
dinamica (DLS), espectroscopia de infrarrojo con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) y
resonancia magnética nuclear de proton (RMN-1H). A partir de las suturas cargadas se realizaron
estudios de liberacion de los farmacos, evaluandolos por medio de cromatografia de liquidos de
alta resolucion (CLAR o HPLC), asi como también se valord su viabilidad celular con dos
diferentes lineas celulares cancerigenas y no cancerigenas. Finalmente, se realizaron pruebas de
actividad antimicrobiana para confirmar la capacidad de inhibicion en bacterias comunes en
heridas por parte de los hilos de sutura, utilizando las bacterias: Escherichia coli, Enterococcus

faecalis, Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM).

Los resultados obtenidos nos mostraron un panorama positivo, pues se logro la obtencion de un
sistema nanométrico y polimérico, asi como también, se logro caracterizar de manera individual y
cargado en suturas quirdrgicas. Se comprobd la liberacion de ambos farmacos al medio de
disolucion, por medio de CLAR. Se confirmé que las suturas son capaces de inhibir bacterias
durante 5 dias sin generar tolerancia. Ademas, se comprobd que las suturas no generan muerte

celular significativa, pues se cumple con un porcentaje >80% de viabilidad celular.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

.1 Antecedentes

I.1.1 Heridas e infecciones de la piel

La piel es el 6rgano més extenso del organismo y constituye la primera linea de defensa. Aun
cuando esta se encuentra limpia, la superficie de la piel no es estéril, pues esta poblada de una
mezcla de microorganismos que forman parte de su biota. Esta biota es una barrera dinamica que
ayuda a mantener a los microorganismos patdgenos alejados. Aunque, también, existen algunos
microorganismos patdgenos que pueden estar presentes en la piel y que no suelen causar ninguna
enfermedad ni activar el sistema inmune. Sin embargo, cuando se produce alguna herida en la piel
o si el individuo se encuentra inmunocomprometido, entonces cualquiera de estos
microorganismos puede provocar una infeccion en la piel. Estas infecciones desencadenan una
reaccion por parte del sistema inmunoldgico, provocando la inflamacién y dafio tisular y
retardando el proceso de curacién. La mayoria de las infecciones suelen localizarse en un area
pequefia y curarse por si solas. Otras pueden persistir y, de no tratarse, pueden aumentar en
severidad y propagarse por el organismo. Algunas infecciones se diseminan hacia otros érganos y

/ 0 hacia la sangre, provocando una infeccion sistémica (septicemia) *.

Las heridas son rupturas de la integridad de la piel y los tejidos, estas pueden tratarse de cortes
superficiales como rasgufios, pero también pueden ser perforaciones, quemaduras o el resultado
de algun procedimiento quirargico o dental. Los microorganismos susceptibles de infectar estas
heridas dependen de la extension y la profundidad de esta, del ambiente en el que se produjo dicha

herida y de los microorganismos presentes en la piel del individuo *.
1.1.2 Infecciones nosocomiales e infecciones de sitio quirdrgico

La Secretaria de Salud, por medio de un informe, define las infecciones nosocomiales (IN) como
aquellas infecciones asociadas a cuidados de la salud. Estas se consideran un problema relevante
de salud puablica de gran trascendencia economica y social y constituyen un desafio para las
instituciones de salud y el personal medico responsable de su atencion. Un tipo de IN, son las
infecciones de sitio quirargico (ISQ), y en este informe se determind que estas ocupan el tercer
lugar de infecciones mayormente presentada en el paciente después o durante su estancia

hospitalaria .
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las 1SQ son la complicacién mas comun
después de cualquier cirugia. En paises de bajos y medianos ingresos, afecta a una tercera parte de
los pacientes que se sometieron a algun procedimiento quirargico. Y aunque las 1SQ tienen menor
incidencia en paises de altos ingresos, estas son el segundo tipo mas frecuente de infeccion
nosocomial en Europa y en los Estados Unidos de América . Un estudio realizado en 2014 por la
doctora Magill, en este ultimo pais mostro que, de 504 pacientes, 452 presentaban una IN, de los

cuales el 22% eran a causa de una 1SQ, como se muestra en la figura 1 “.

Location of Health Care—Associated Infections

Olheﬂr_r S
v((‘/ 12%

Bloodstream / '

Pneumonia or lower
respiratory tract

/10% N\

urinary | 13%
tract \

Surgical
site
Gl tract

Note: Based on data for 504 infections in 452 patients,
Source: Dr. Magil

Figura 1. Infecciones nosocomiales en los Estados Unidos. (S. Magill, 2018).

La OMS ha presentado 29 recomendaciones para prevenir las ISQ, una de ellas es la utilizacién de
suturas recubiertas de antimicrobianos, como las suturas recubiertas con triclosan,
independientemente del tipo de cirugia, las cuales no se han asociado a eventos adversos. Aungue,
aun cuando se utilicen este tipo de sutura, se deben, también, llevar a cabo otras medidas de higiene
y prevencién como el bafio preoperatorio y el lavado de manos con jabon antimicrobiano antes de

utilizar guantes estériles * .
1.1.3 Suturas recubiertas con antimicrobianos

Las suturas han sido necesarias desde antes del inicio de la medicina y los materiales con las que
estas se hacen han evolucionado desde cabezas de hormigas, lino y crin hasta los productos que
existen en la actualidad. Si bien los materiales han ido cambiando, la finalidad de una sutura sigue
siendo la misma, facilitar y acelerar la cicatrizacion de una herida mediante la aproximacion de los
bordes, permitiendo que el proceso de cicatrizacion natural se lleve a cabo despues de una lesion

o cirugia °. Sin embargo, los materiales de sutura tienen un papel relevante en el desarrollo de las
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ISQ, dado que proporcionan una superficie local para la adherencia de microorganismos, formando
una biopelicula que promueve la resistencia bacteriana y el tratamiento antimicrobiano,
predisponiendo a la herida para desarrollar una infeccién, ademas de ocasionar en algunos

pacientes respuestas inflamatorias excesivas °.

Por lo tanto, en la década de 1950 se dio a conocer el uso de suturas con recubrimiento
antimicrobiano para reducir el riesgo relacionado con las suturas o 1SQ, previniendo la
colonizacién y reduciendo la adhesion bacteriana. Los antisépticos tienen poco riesgo de
resistencia en comparacién con los antibioticos, debido a su accién rapida y directa en maltiples
sitios especificos. Asi mismo, las suturas antimicrobianas deben cumplir con un acto de equilibrio
entre la inhibicidn de bacterias y el mantenimiento de la biocompatibilidad de las células eucariotas

de los tejidos que rodean °.

Los dispositivos médicos recubiertos con agentes antibacterianos, como clorhexidina y triclosan,
se han convertido en una parte significativa del esfuerzo por disminuir el riesgo selectivo a
infeccion asociada. En 2002 la Food and Drugs Administration (FDA) aprobo la primera sutura
recubierta con antimicrobiano, la poliglactina 910 (figura 2) y la recubierta con triclosan
(policlorofenoxifenol) que tiene actividad de amplio espectro contra Gram positivos y Gram

negativos ’.

Figura 2. Sutura poliglactina 910 vista en microscopio electrénico (60x). (S. Hernandez, 2020).

Sin embargo, se ha encontrado una gran desventaja en el triclosan, pues este es utilizado no solo
en el ambito médico, si no también, en cosméticos, higiene y productos del hogar, lo cual ha
ocasionado un aumento de la resistencia de bacterias contra este farmaco. Por eso, se han buscado

alternativas como la utilizacion de clorhexidina como recubrimiento, debido a que es un
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antiseptico eficaz contra un amplio espectro relevante de patdgenos incluyendo bacterias como

Staphylococcus aureus .
1.1.4 Polimeros biodegradables en suturas

La palabra polimero deriva del griego poli y meros, que significan mucho y partes,
respectivamente. Los polimeros (figura 3, b) son moléculas de gran tamafio (macromolécula),
constituidas por “eslabones” organicos denominados monomeros (figura 3, a), unidos mediante
enlaces covalentes. Los eslabones estan formados, fundamentalmente, por atomos de carbono y
pueden poseer grupos laterales o radicales con uno o més atomos. Un ejemplo de ello, es la
molécula de polietileno (PE) que esta formada por monémeros de etileno, cada monémero esta

formado por dos atomos de carbono y 4 de hidrégeno & °.

a) b)
.o. 0% '\
0%¢ 0 ' 4 N
Mondémeros Polimero

Figura 3. Representacion de mondémeros (a) y polimero (b). (Disefio propio).

Los polimeros sintéticos se producen mediante un proceso denominado polimerizacion, en el cual
se produce una reaccion de miles de monémeros que pasan a formar parte de una larga cadena

macromolecular °,

Los poliésteres, como su nombre lo dice, contienen enlaces éster que son degradables
hidroliticamente. Se encuentran dentro de este grupo los polihidroxialcanoatos, la policaprolactona
y los &cidos poliglicolico y polilactico. Los poliestéres biodegradables (figura 4) tienen aplicacion
en el campo de la medicina en suturas quirurgicas, estos polimeros deben ser biocompatibles para

poder ser utilizados con este fin *°.
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Figura 4. Estructura quimica de un poliéster. (Disefio propio).

1.2 Hipotesis

Las nanoparticulas poliméricas cargadas de farmacos con propiedades analgésicas y
antimicrobianas, podrian tener actividad eficaz al aplicarse via topica y, posteriormente, podrian
ser utilizadas en dispositivos médicos para evitar procesos infecciosos en heridas o procedimientos

médico — quirurgicos.

1.3 Justificacion

En la actualidad existe un aumento de la prevalencia de infeccion en heridas, debido a:
consecuencias clinicas y epidemioldgicas, a la amenaza creciente de los microorganismos
resistentes, y a la falta de interés por el uso racional de los antibidticos, asi como por un mal
diagnoéstico médico **. Por lo cual es muy importante la realizacién de un correcto diagnéstico y

tratamiento para evitar consecuencias graves e incluso mortales en el paciente.

Existen infecciones las cuales son contraidas en el hospital, también denominadas infecciones
nosocomiales (IN), estas son un problema relevante de salud pablica de gran trascendencia
econdmica y social y constituyen un desafio para las instituciones de salud y el personal médico

responsable de su atencion 2.

En México se ha estimado que la frecuencia de infecciones en unidades hospitalarias varia de 2.1
% hasta 15.8 %. En las unidades de cuidados intensivos (UCI), la situacién es mas preocupante,
pues un estudio realizado en 895 pacientes de 254 UCI en México se encontrd que 23.2 % de éstos
tenia una infeccion nosocomial. 1ISQ fueron la tercera infeccion mas comun con un 13.3 %, estando

por debajo de la neumonia y la infeccion urinaria. La letalidad asociada a estas IN fue de 25.5 %
2
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Las ISQ son la complicacion mas comun después de cualquier cirugia; comprometen la incision,
tejidos y organos o cavidades manipuladas, y pueden ser detectadas hasta 30 dias después de
realizada la cirugia. Segun la Asociacion Mexicana de Cirugia General A.C., los pacientes que la
presentan tienen 5 veces mas probabilidad de ser readmitidos en el hospital y entre 2 y 11 veces

mas probabilidades de morir que los pacientes que no la padecen *.

Las ISQ aumentan los costos de la atencion de la salud, ya que implican estancias prolongadas en
el hospital, un mayor consumo de recursos hospitalarios y un incremento en la morbilidad y
mortalidad de los pacientes. Ademas, existen costos indirectos asociados a las ISQ que
incrementan la carga econdmica asociada; entre ellos estan la pérdida de productividad, el
ausentismo laboral y las incapacidades de los pacientes que las desarrollan *.

Segun fuentes publicas, se estima que en México una ISQ le cuesta aproximadamente $74,500
MXN a un hospital pablico de tercer nivel en 2017, pudiendo este nimero aumenta si el paciente
desarrolla otras complicaciones *. Ademas, las tasas notificadas de 1SQ suelen oscilar entre el 2 y
el 5 %, pero pueden incluso aumentar hasta un 25% para cirugia colorrectal ’. Todo esto aunado a
que las ISQ aumentan la estancia y los costos hospitalarios *. En los Estados Unidos de América
contribuyen a que los pacientes pasen 400,000 dias méas en el hospital, con un costo adicional de

$900 millones de délares al afio *2.

Por su importancia y como causa de muerte y enfermedad, el sector salud ha buscado reducir la
prevalencia de estas infecciones a lo largo de los ultimos afios, sin embargo, no se han tenido
resultados satisfactorios hasta ahora.

Con base en las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a través de las
Directrices Mundiales para la Prevencion de la Infeccion del Sitio Quirurgico, se sugiere el uso de
suturas recubiertas con antimicrobianos, como una forma de reducir el riesgo de infecciones
postoperatorias 2. Pues las suturas con recubrimiento antimicrobiano previenen la colonizacién y

reducen la adhesion bacteriana “.
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Figura 5. Sutura quirurgica tradicional vs recubierta con antimicrobiano. (Modificado de

Ethicon, Johnson&Johnson).

Los dispositivos medicos recubiertos con agentes antimicrobianos, como clorhexidina y triclosan,
se han convertido en una parte significativa del esfuerzo por disminuir el riesgo selectivo a
infeccion asociada. Sin embargo, este tiene una gran desventaja en el triclosan, pues se ha
encontrado gue ha ocasionado un aumento de la resistencia de bacterias debido a su amplio uso.
Por eso, se han buscado alternativas como la utilizacion de clorhexidina como recubrimiento,

debido a que es un antiséptico eficaz contra un amplio espectro relevante de patégenos °.

La clorhexidina (figura 6) es un farmaco que funciona como antiinflamatorio y que ademas
presenta actividad antibacteriana de amplio espectro, siendo activa frente a microorganismos
(gram +y gram -), hongos, dermatofitos y algunos virus. Es bactericida a concentraciones altas y
bacteriostatica a bajas concentraciones. No produce cambios en las resistencias bacterianas ni
sobrecrecimiento de microorganismos oportunistas. Dadas estas caracteristicas, se cree que este

farmaco podria ser de gran utilidad al implementarse en el hilo de sutura. *°.
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Figura 6. Estructura quimica de clorhexidina. (Disefio propio).

Por otro lado, los sistemas poliméricos y nanométricos han llamado la atencién en los ultimos
afios, pues estos presentan grandes ventajas al ser utilizados como sistemas de liberacion de
farmacos. Entre sus ventajas se encuentra que son biocompatibles, son capaces de mantener el
nivel terapéutico apropiado por periodos de tiempo prolongados, pueden dirigir el farmaco al tejido
o al sitio deseado y, hablando especificamente de los polimeros de tamafio nanomeétrico, estos son

capaces de atravesar barreras celulares y tisulares, gracias precisamente a su tamario & 4,

La base estructural de los sistemas poliméricos son los monémeros, en la actualidad se ha reportado
la utilizacion de muchos de ellos, un ejemplo es el mondémero metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB)
(figura 7). Este mondmero ha sido ampliamente estudiado en los Ultimos afios, esto debido a una
caracteristica peculiar que es funcionar como un profarmaco polimérico, pues al someterse a
ciertas condiciones de pH y temperatura, puede ser hidrolizado el éster presente en su estructura 'y
asi liberar su forma activa, el acido salicilico, para con ello ejercer la accion terapéutica deseada
15,16, El 4cido salicilico es un farmaco conocido por sus propiedades analgésicas, antipiréticas y
antiinflamatorias, pues se ha propuesto que sus mecanismos de accion consisten en la inhibicion
de la ciclooxigenasa, la actividad de IKK-B, la topoisomerasa Il asi como del factor nuclear kB
(NF-kB) ',
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Figura 7. Estructura quimica del monémero metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB). (Disefio
propio).

Por lo cual, se propone un sistema de liberacion de farmaco, constituido por un sistema polimérico
y nanométrico a base de MAOB, cargado con clorhexidina, siendo este biocompatible y
presentando mejor biodisponibilidad al ser aplicado directamente en el sitio afectado. Al
implementarlo en suturas para el tratamiento de heridas causadas en un procedimiento quirurgico,
podria ser una prometedora opcién para lograr la reduccién de la prevalencia de infecciones
postoperatorias, lo cual disminuiria, a su vez, los costos de la atencion de la salud y el consumo de
recursos hospitalarios, pero lo mas importante: se disminuiria la morbilidad y mortalidad de los

pacientes.

1.4 Objetivo general
Desarrollar un sistema polimérico y nanométrico para cargado de farmacos analgésico y
antimicrobiano, capaz de ser implementado en hilos de sutura biodegradables, asi como su

caracterizacion y evaluacion.

1.5 Objetivos especificos

1.5.1 Sintetizar nanoparticulas por medio de polimerizacién via radicales libres basado en
monomero de MAOB (acido metacriloiloxi-0-benzoico), y su caracterizacion por dispersion de
luz dindmica (DLS), espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR-ATR) y

resonancia magnética nuclear (RMN -'H).
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1.5.2 Realizar cargado - incorporacion de clorhexidina a nanoparticulas de MAOB y a su vez
incorporarlas a suturas quirdrgicas para su posterior caracterizacion por FTIR-ATR, CLAR y

determinacién de fuerza tensil.

1.5.3 Estudiar proceso de hidrolisis - liberacion de farmacos y cuantificar, por medio de

cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR).

1.5.4 Evaluar actividad antimicrobiana de suturas cargadas con nanoparticulas sintetizadas por

medio de la técnica de Kirby-Bauer.

1.5.5 Evaluar viabilidad celular de nanoparticulas en linea celular de fibroblastos BALB-3t3,

células de HelLa y células de melanoma.

1.6 Marco teorico

1.6.1 Sistemas de liberacion modificada de farmacos

Segun la Farmacopea de los Estados Unidos (USP), describe a las formas farmacéuticas de
liberacion modificada de farmacos (FLM) como aquellas en las cuales se eligen las caracteristicas
de la liberacion en el curso del tiempo y/o en la localizacion para lograr objetivos terapéuticos o

de conveniencia que no ofrecen las formas farmacéuticas convencionales * *°,

Existen diferentes criterios para clasificar las FLM segun la via de suministro, el mecanismo de
liberacion o de acuerdo con el sistema tecnoldgico utilizado. Segun este dltimo criterio, los
principales sistemas pueden dividirse en: monoliticos o matriciales, sistemas reservorio o

controlados por membranas, de bomba osmética y de intercambio iénico °.

1.6.1.1 Sistemas monoliticos o matriciales

En los sistemas matriciales el farmaco se encuentra disperso homogéneamente en una matriz
polimérica (Saez et al., 2004, Varma et al., 2004) *'. Pueden dividirse en dos grupos segin la
naturaleza del polimero que forma parte de la matriz: matrices coloidales hidrofilicas y matrices

lipidicas/poliméricas insolubles %2,

1.6.1.1.1 Matrices coloidales hidrofilicas
Son aquellas en las que el farmaco se encuentra disperso en una matriz polimérica soluble. En
contacto con el agua los componentes hidrofilicos (derivados de celulosa, alcohol polivinilico,

gelatina, goma xantana, carbomero, entre otros) se hinchan y forman una capa hidratada (hidrogel).
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A partir de su formacion, la capa hidrogel controla la difusion de agua hacia el interior y la difusion
del farmaco, que previamente debe mojarse y disolverse, hacia el exterior de la matriz.
Paralelamente, la zona més externa de la capa hidrogel puede erosionarse y la velocidad de erosion
depende de la naturaleza del polimero (figura 8).

Matriz intacta Hinchamiento y disolucién / erosion Capa de gel

Farmaco

Figura 8. Representacion esquematica de una matriz hidrofilica después de determinado tiempo.
(Modificado de R. Sanchez, 2010).

Por lo tanto, la velocidad de liberacion del farmaco desde estos sistemas es controlada por los
procesos de difusién y erosion y puede modularse, por ejemplo, mediante una seleccién adecuada

de mezcla de polimeros *¢.

1.6.1.1.2 Matrices lipidicas y matrices poliméricas insolubles
Estas se caracterizan por estar constituidas por un esqueleto poroso inerte e insoluble (grasas, ceras,
polimeros insolubles) que lleva incorporado el principio activo y, si es necesario, sustancias

solubles en agua que, al disolverse, forman canales dentro de la matriz.

El principio activo se libera por difusion a través de la malla de capilares formados entre las
particulas del polimero. La liberacion del farmaco puede ser modificada por cambios en la
porosidad y tortuosidad de la matriz (figura 9). Se puede mencionar como ejemplos de materiales
que se utilizan para el desarrollo de estos sistemas acetil metacrilato, cloruro de polivinilo,

polietileno, triestearato de glicerilo 2.
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Figura 9. Representacion esquematica de una matriz lipofilica. (Modificado de R. Sanchez,
2010).

1.6.1.2 Sistemas de liberacion controlada por una membrana
A la parte del sistema que modifica la velocidad de liberacion, se le denomina membrana, a traves
de la cual el farmaco puede difundir. Esta membrana debe volverse permeable para permitir la

salida del farmaco, por ejemplo, por hidratacion con fluidos del tracto gastrointestinal 2 %°,

El espesor y el tipo de material que constituye la membrana afecta la velocidad a la cual los fluidos
biolégicos son capaces de penetrar en el sistema. Los materiales que suelen utilizarse para la
elaboracion de la cubierta son, principalmente, polimeros como la etilcelulosa, metilcelulosa,
polivinilacetato, polimetilmetacrilatos, carboximetilcelulosa sodica, polietileno y diferentes tipos

de ceras %°.

1.6.1.2.1 Sistemas de bomba osmética
El sistema de bomba osmotica (figura 10) esta compuesto por un ndcleo rodeado de una membrana
semipermeable que tiene un orificio de 0,4 mm de didmetro. Su nicleo consta de dos capas, una

conteniendo el farmaco y otra conteniendo el agente polimérico osmético ?’.
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Figura 10. Sistemas osmaticos monoliticos. (Modificado de J. Hernandez, 2014).

El sistema opera bajo el principio de presién osmdtica. Cuando se suministra, la membrana
semipermeable permite la entrada de agua, disolviendo o suspendiendo el farmaco que esta en el
interior. A medida que ingresa mayor cantidad de agua, la presion en la capa osmotica aumenta y
ésta fuerza bombea la solucion (suspension) del principio activo hacia el exterior del sistema a
través del orificio. En resumen, se requiere solo un proceso, el de entrada de agua. La velocidad
de liberacion del farmaco puede alterarse por cambio del area superficial, ancho o composicién de
la membrana y/o cambio del diametro del orificio. Generalmente se utilizan como materiales de

membrana: alcohol polivinilico, poliuretano, acetato de celulosa, etilcelulosa, cloruro de polivinilo
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1.6.1.3 Sistemas de intercambio i6nico

Los resinatos obtenidos por intercambio contraion-farmaco a partir de resinas de intercambio
iGnico aniodnicas o cationicas pueden ser comprimidos, recubiertos, encapsulados, combinados con
otros polimeros o suspendidos en un vehiculo acuoso 2. La liberacion de los farmacos a partir de
estos sistemas requiere la presencia de iones en solucion. Por esta razon, no se pueden utilizar para
administraciones transdérmica, 6tica u oftalmica debido a la escasa cantidad de iones presentes en
estas vias de suministro. Las vias subcutanea, intramuscular y oral, en cambio, son las mas

apropiadas para el suministro de farmacos mediante este tipo de sistemas.

1.6.2 Nanoparticulas
Las nanoparticulas (NPs) son particulas coloidales, las cuales se definen como la distribucion de
particulas o particulas s6lidas. La palabra “nano” deriva de “nanos”, es una palabra griega que

significa “extremadamente pequefio” %°.
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The Royal Society and Royal Academy of Engineering propuso en 2004 una definicion de
nanoparticula segun la cual su tamafio oscila entre 1 y 100 nm. Sin embargo, no todas las NPs
usadas con fines médicos cumplen esta definicion *°. En realidad, no hay una razén especifica por
la que establecer el limite superior en 100 nm. El principio fundamental que diferencia a las NPs
del resto no es el tamafio, sino que tienen nuevas caracteristicas que no presentan los mismos
materiales en mayores dimensiones como, por ejemplo, que su superficie en proporcién a su masa
es mucho mayor que en otras particulas *'. Por eso, en nanomedicina los sistemas considerados
NPs para la liberacion de farmacos oscilan entre 10 y 1000 nm. Al ser de tamafio pequefio, estas
nanoestructuras presentan propiedades fisicoquimicas y bioldgicas Unicas como: un area reactiva
aumentada con la capacidad de atravesar barreras celulares y tisulares; son capaces de proteger a
los farmacos de la degradacién y transportarlos sin modificar sus propiedades intrinsecas; son
biodegradables y biocompatibles, no presentan inmunogenicidad, tienen estabilidad metabdlica y

alta selectividad para interactuar con receptores especificos * 2.
1.6.3 Nanoparticulas polimericas

Existen diferentes tipos de nanoparticulas dependiendo de su morfologia y propiedades fisicas o
quimicas, como lo son: las nanoparticulas a base de carbono, las nanoparticulas poliméricas, las
nanoparticulas metélicas, las nanoparticulas ceramicas, las nanoparticulas semiconductoras y las
nanoparticulas a base de lipidos, por mencionar algunas. De estas, las nanoparticulas poliméricas
son las mas investigadas debido a sus ventajas sobre las otras pues son de facil preparacion, y en

nanomedicina se utilizan por tener buena retencién y proteccién de medicamento *°,

4= Farmaco
’ ((i), Nanoparticula
L AR

Receptor especifico

Célula tumoral Célulasana

Figura 11. Nanoparticulas dirigidas especificamente hacia células tumorales

para administracion de farmacos. (J. Martinez, 2011).
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Las nanoparticulas poliméricas (PNP) son particulas coloidales compuestas por varios tipos de
polimeros, que se utilizan para la produccion de nanocapsulas o nanoesferas. Cuando los polimeros
que componen la estructura de las NPs son biodegradables o no tdéxicos, surgen muchas
oportunidades para emplear estos sistemas, principalmente en aplicaciones biomédicas, como
sistemas potenciales para la liberacion controlada de farmacos, portadores en terapia genica o
entrega guiada de farmacos a tejidos u 6rganos *. Esto es gracias a que permiten lograr un
suministro mejorado de farmacos (poco solubles en agua y de tamafio de particula pequefio) a
sitios de dificil acceso, después de un proceso de administracion, favoreciendo asi una disolucion
mas rapida en el torrente sanguineo, lo que lleva al suministro dirigido de forma especifica a
células o tejidos, aumentando la eficacia terapéutica del farmaco y reduciendo los efectos
secundarios, asi como el uso de diversas vias de administracion (parenteral, intraocular, oral, nasal,

entre otras) % 14,

Las PNP son un candidato ideal para la administracion tdpica, y con frecuencia se utilizan
polimeros naturales como el quitosano, la gelatina, el alginato y la albimina. Se han utilizado con
éxito para administrar topicamente los siguientes compuestos: aciclovir (antiviral), retinol
(vitamina A), quercetina (antioxidante), oligonucledtidos antisentido y ADN plasmidico. Las
nanoparticulas poliméricas también se pueden fabricar a partir de polimeros sintéticos. Los
polimeros sintéticos pueden ser de dos tipos: biodegradables y no biodegradables. El &cido poli (d,
I-lactico-co-glicdlico) (PLGA) (figura 12) es un polimero biodegradable, asi como también

poliestesteres como la policaprolactona (PCL) *“.

@)

OH o}

0
Figura 12. Estructura quimica del acido poli(d, I-lactico-co-glicolico). (Disefio propio).
1.6.4 Nanogeles poliméricos
Los nanogeles de polimero (NG) son estructuras de red tridimensionales reticuladas e hinchables
en agua con un tamafio que suele oscilar entre 1 y 1000 nm. En general, los NG se fabrican
mediante la polimerizacion de mondmeros funcionales seguida de reticulacion fisica o quimica en

entornos coloidales heterogéneos como microemulsiones inversas de agua en aceite °°.
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Especialmente, los NG biocompatibles e "inteligentes" disefiados a partir de polimeros que
responden a estimulos son atractivos debido a su capacidad para responder a los desencadenantes
biol6gicos enddgenos del pH, la bioreduccion, el reconocimiento de biomoléculas, asi como a los
desencadenantes de estimulos exdgenos como la temperatura y la luz. Al exponerse a estas sefiales
fisicas o bioguimicas, los NG sensibles se pueden utilizar para aplicaciones de administracion
terapéutica y diagndsticas (figura 13). En la Gltima década, se han lograron avances sustanciales
en el desarrollo de NG "inteligentes" para aplicaciones teranosticas y de diagndstico, tales como
administracion intracelular de farmacos y acidos nucleicos, terapia fotodinamica / fototermal,

bioimagen y deteccion .

Estimulo exégeno

Nanogel / Diagnésticoy

biocomp

atible tratamiento
)

1-1000 nm @

pH

Estimulo endégeno

Figura 13. Nanogeles biocompatibles sensibles a estimulos. (Disefio propio).

Esta nanoestructura ofrece muchas caracteristicas avanzadas como sistema de administracion de
farmacos (SAF), incluyendo simplicidad de formulacién, estabilidad excepcional de la dispersién
y almacenamiento en forma liofilizada para su posterior dispersion en medios acuosos, entre otras.
Ademas, tienen propiedades Gnicas como su alto contenido de agua, estructura tridimensional,
biocompatibilidad y, la mas importante, su grado de hinchamiento que permite la liberacion de
farmacos mediante las condiciones ambientales externas al nanogel como, por ejemplo: la

temperatura y el pH .

1.6.5 Nanoparticulas como terapia contra bacterias
Durante las Gltimas décadas, ha habido un uso indiscriminado de antimicrobianos, lo que ha

provocado alta resistencia antibidtica por parte de muchas especies bacterianas, lo que implica un
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gran riesgo de salud publica. Se estima que entre 33,000 y 35,000 personas mueren anualmente en
Europa y Estados Unidos, respectivamente, como resultado directo de la resistencia a los

antimicrobianos °’.

Debido a lo antes mencionado, se ha buscado mejorar las propiedades biofarmacéuticas de los
compuestos existentes y a su vez, encontrar agentes antibacterianos nuevos y mas eficaces. Los
recientes avances en nanotecnologia, en particular el disefio de nuevas nanoparticulas como
sistemas de administracion de farmacos controlados con un diametro de 1 a 1000 nmy con nucleo
polimérico, pueden ofrecer mejoras notables en las propiedades biofarmacéuticas de los agentes
antibacterianos. Particularmente, pueden mejorar la solubilidad del farmaco, la evasion del sistema
inmune, la orientacion de moléculas antibacterianas a los 6rganos y tejidos deseados y aumentar
el tiempo de retencidn in situ, asi como la administracion simultanea de multiples farmacos. Estas
ventajas Unicas permiten que estos sistemas mejoren el indice terapeutico de la carga util del
farmaco, que realicen una terapia enfocada eficiente en el sitio de la infeccion, lo cual aumenta la
penetracion de moléculas cargadas a través de la pared celular de las bacterias, abriendo asi una

ventana contra la resistencia bacteriana °’.

1.6.5.1. Estrategias comunmente utilizadas para mejorar la eficacia antibacteriana, utilizando NPs.
1.6.5.1.1 Localizacién del antibiotico en la célula patdgena. Esta es la estrategia mas importante,
pues esta permite reducir las dosis terapéuticas del farmaco, manteniendo su eficacia y reduciendo

efectos adversos .

1.6.5.1.2 Modulacidn de la interaccion farmaco-patégeno. Un ejemplo de esta estrategia seria el
uso de liposomas, los cuales tienen la capacidad de fusionarse directamente con las membranas
bacterianas. Esto conduce a una liberacion repentina de altas dosis de antibidticos cargados en las

bacterias, abrumando las bombas de eflujo y superando este mecanismo de resistencia bacteriana
38
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Figura 14. Liposomas como estructuras para cargado y liberacion de farmacos. (Modificado de
L. Gonzélez, 2017).

En comparacién con los antibioticos tradicionales, es menos probable que las nanoparticulas
desarrollen resistencia a los medicamentos, ya que no tienen un efecto bactericida, sino que
promueven la alteracion fisica y estructural inespecifica de las membranas bacterianas, que

finalmente conducen a una mayor permeacién y muerte celular bacteriana °’.

1.6.6 Polimeros como agentes antimicrobianos

En los ultimos afios, debido al aumento de resistencia bacteriana, se ha implementado el uso de
polimeros antimicrobianos (AMP), pues se presentan como una alternativa prometedora en este
campo. Estos materiales han sido disefiados para imitar la estructura quimica de los péptidos
antimicrobianos, que son parte del sistema inmunoldgico humano y son responsables de la
proteccién del hospedero contra agentes patdégenos *°. Unas de las propiedades mas importantes
que presentan los AMP, son su hidrofobicidad y carga catiénica. Estas caracteristicas conducen a
una acumulacién de estos polimeros en las membranas celulares, creando poros en la estructura

bacteriana y finalmente logra matarlas '
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Figura 15. Polimeros antimicrobianos (AMP). (Modificado de F. Hatton, 2017).

También se ha descrito que la composicion y distribucion de los mondémeros en la cadena del
polimero poseen un impacto significativo en la actividad antibacteriana. Algunos estudios han
sefialado que la incorporacién de grupos hidrofobos y amina en las posiciones terminales de la
cadena del polimero permite variar su hidrofobicidad y llevar a ajustar el grado de disrupcion de
la membrana bacteriana, que a su vez gobierna la actividad antimicrobiana “°. Asimismo, la
arquitectura del polimero también influye en su efecto bactericida. Se ha descrito que las cadenas
poliméricas mas largas presentan mayor actividad bacteriostatica frente a bacterias Gram
negativas, mientras que las cadenas poliméricas mas cortas tienen menos hemocompatibilidad.
Ademas, las estructuras poliméricas hiperramificadas poseen una actividad antimicrobiana similar

en comparacion con los copolimeros aleatorios lineales cortos sin hemaglutinacion °’.

Los polimeros sintéticos complejos tienen un mayor potencial para la fabricacion a gran escala
mediante procesos automatizados y son menos susceptibles a la protedlisis. Los avances en las
técnicas de polimerizacidn han permitido la produccién de estructuras poliméricas mas complejas,

algunas de las cuales se han investigado como polimeros sintéticos antimicrobianos “°.

1.6.7 Métodos de preparacion de nanoparticulas poliméricas

1.6.7.1 Evaporacion de solvente.
Este fue el primer método desarrollado para preparar NP’s poliméricas a partir de un polimero

preformado. En este método, inicialmente se requiere la preparacion de una emulsion de aceite en
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agua (o/w), lo que lleva a la produccion de nanoesfereas. De manera general, en este método se
prepara una fase organica, que consiste en un disolvente organico polar en el que se disuelve el
polimero, y el fArmaco se incorpora mediante disolucion o dispersion. También se ha preparado
con frecuencia una fase acuosa que contiene un tensoactivo, como el acetato de polivinilo (PVA).
La solucion organica se emulsiona en la fase acuosa con un tensoactivo y luego se procesa usando
homogeneizacién de alta velocidad o ultrasonido, produciendo una dispersion de nanogotas. Se
forma una suspensién de NPs mediante la evaporacion del disolvente polimérico, que se deja
difundir a través de la fase continua de la emulsion. El disolvente se evapora mediante agitacion
magnética continua a temperatura ambiente o en un proceso lento de presion reducida. Una vez
evaporado el disolvente, las NPs poliméricas solidificadas pueden lavarse y recuperarse mediante
centrifugacion, seguido de liofilizacion para su almacenamiento a largo plazo. Este método

permite obtener nanoesferas **.

Solucién organica:
polimero + farmaco en

solvent no miscible con Evaporacion
agua ‘ de solvente
J ﬁ
. 2 e e R T e (D e,
Solucién acuosa: k) L) [ I T e

estabilizante en agua P

Paso 1 Paso 2

Figura 16. Método de evaporacion de solvente para formacion de nanoesferas. (Modificado de
P. Pourhakkak, 2021).

1.6.7.2 Emulsificacion / difusion de disolventes.

Este método consiste en la formacion de una emulsion o/w entre un polimero y un farmaco que
contiene un disolvente parcialmente miscible en agua y una solucién acuosa con un tensioactivo.
La fase interna de esta emulsidén esta constituida por un disolvente organico parcialmente
hidromiscible, como alcohol bencilico o acetato de etilo, que se satura previamente con agua para
asegurar un equilibrio termodinamico inicial de ambas fases a temperatura ambiente. La posterior

dilucién con una gran cantidad de agua induce la difusion del solvente desde las gotas dispersas
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hacia la fase externa, dando como resultado la formacion de particulas coloidales. Generalmente,
este es el método utilizado para producir nanoesferas, pero también se pueden obtener
nanocépsulas si se agrega una pequefia cantidad de aceite (como triglicéridos: C6, C8, C10, C12)
a la fase organica. Finalmente, dependiendo del punto de ebullicion del solvente organico, esta
ultima etapa puede eliminarse por evaporacion o por filtracion. Al final, es posible obtener NPs

con dimensiones que van desde 80 a 900 nm “*,

Sonda (sonicacién)
0 agitacién
mecanica

Fase orgdnica:
Principio activo

+
polimero hidréfobo

Nanoparticulas

0 O Fase dispersa: poliméricas
Polimero

REREENES ﬁ Emulsion Ny ﬁ o
+ O/W o W/O PA C o Og >

Emulgente + Evaporacion
o O Solvente organico

T

Figura 17. Método de emulsién / evaporacion. (Modificado de M. Urrejola et. al, 2018).

1.6.7.3 Emulsificacion / Cristalizacion por precipitacion (Salting-Out).

Este método se basa en la separacion de un disolvente hidromiscible de una solucién acuosa,
mediante un efecto de “salting-Out” que puede dar lugar a la formacion de nanoesferas. La
composicion de la emulsién o/w, se formula a partir de un polimero disolvente miscible en agua,
como acetona o etanol, y la fase acuosa contiene un gel, el agente precipitante y un estabilizador

coloidal.

Ejemplos de agentes de precipitacién adecuados incluyen electrolitos, como cloruro de magnesio
(MgCly), cloruro de calcio (CaClz) o acetato de magnesio [Mg (CH3COO)2], asi como no
electrolitos, por ejemplo, la sacarosa. La miscibilidad de la acetona y el agua se reduce saturando
la fase acuosa, lo que permite la formacion de una emulsion o/w a partir de las otras fases miscibles.
La emulsion o/w se prepara, bajo intensa agitacion, a temperatura ambiente. Luego, la emulsion
se diluye utilizando un volumen adecuado de agua desionizada o de una solucion acuosa para
permitir la difusion del disolvente organico a la fase externa, la precipitacion del polimero y, en
consecuencia, la formacion de nanoesferas. El disolvente restante y el agente precipitante se

eliminan mediante filtracion de flujo cruzado. Las dimensiones de las nanoesferas obtenidas por
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este metodo varian entre 170 y 900 nm. El tamafio medio se puede ajustar a valores entre 200 y

500 nm, variando la concentracion de polimero de la fase interna / volumen de la fase externa “*.

Solucién orgénica:
Polimero + Farmaco

en acetona
Difusion de

q q acetona a q
la fase

Solucién acuosa: — acuosa
Agente estabilizante

y “salting-out” en
agua Q\\%_____J

Agua

Figura 18. Emulsion por precipitacion. (Modificado de P. Pourhakkak, 2021).

1.6.7.4 Nanoprecipitacion.

Método también conocido como método de desplazamiento de solvente, requiere dos solventes
miscibles. La fase interna consta de un polimero disuelto en un disolvente organico miscible, como
acetona o acetonitrilo. Debido a su inmiscibilidad en agua, se pueden eliminar facilmente por
evaporacion. El polimero se disuelve en un disolvente miscible en agua de polaridad intermedia y
esta solucion se afiade paso a paso a una solucion acuosa con agitacion (gota a gota) o mediante
una velocidad de adicion controlada. Debido a la rapida difusion espontéanea de la solucién de
polimero en la fase acuosa, las nanoparticulas se forman instantaneamente en un intento de evitar
las moléculas de agua. A medida que el disolvente se difunde desde las nanogotas, el polimero
precipita en forma de nanocépsulas o nanoesferas. Por lo general, se pueden incluir tensioactivos
en el proceso para garantizar la estabilidad de la suspensién coloidal, aunque no se requiere su
presencia para asegurar la formacion de nanoparticulas. La nanoprecipitacion, es un método de
uso frecuente para la preparacion de NPs poliméricas con dimensiones de alrededor de 170 nm,

también permite la adquisicién de nanoesferas o nanocapsulas .
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Figura 19. Nanoprecipitacion. (Modificado de M. Urrejola et. al, 2018).

1.6.8 Técnicas de caracterizacion actualmente utilizadas en sistemas de liberacion de

farmacos

1.6.8.1 Dispersion de luz dinamica

La técnica de dispersion de luz dinamica (DLS por sus siglas en inglés de “Dynamic light
Scattering”), es una técnica fisicoquimica empleada para la determinacion de tamafios de particulas
en suspension o macromoléculas en solucidn tales como proteinas y polimeros. Esta técnica es una
herramienta (til, también, para la observacion de las interacciones de los polimeros a través del
incremento del tamafio de los polimeros formados. Esta técnica, a diferencia de la dispersion de
luz estatica, no tiene en cuenta la dependencia del angulo, sino la variacion de la intensidad de

dispersion en el tiempo “2,

Bajo equilibrio termodinamico macroscépico, existen fluctuaciones estadisticas de temperatura y
concentracion en la mayor parte de la mezcla binaria que pueden causar una modulacion de la luz
inducida. La hipdtesis de Onsager plantea que la relajacién de los dos modos hidrodindmicos sigue
las mismas leyes que son validas para el sistema macroscépico. En consecuencia, las
disminuciones de las fluctuaciones de temperatura y concentracion se rigen por la difusividad
térmica y la difusividad mutua, respectivamente. La técnica de DLS sondea la luz dispersa en el
dominio del tiempo y, por lo general, analiza la funcion de autocorrelacion (ACF) con la
espectroscopia de correlacion de fotones. Bajo un esquema heterodino donde la intensidad de la

luz de referencia es mucho mas fuerte que la de la luz dispersa *°.
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1.6.8.1.1 Potencial Z.

Este refleja la carga superficial de las particulas, la cual esta influenciada por cambios en la interfaz
con el medio dispersante, debido a la disociacion de grupos funcionales en la superficie de la
particula o debido a la adsorcién de especies ionicas presentes en el acuoso medio de dispersion,
asi como el efecto de solvatacion. Este parametro se determina mediante técnicas Doppler para
medir la velocidad de las particulas en funcion del voltaje, por lo que el potencial zeta se calcula a
partir de la movilidad electroforética de las particulas en un disolvente respectivo. Un valor de
potencial zeta relativamente alto, considerado como | £ 30 mV |, es importante para una buena
estabilidad fisicoquimica de la suspensién coloidal, ya que grandes fuerzas repulsivas tienden a
prevenir la agregacion debido a colisiones ocasionales con nanoparticulas adyacentes. La
determinacion del potencial zeta es Util para dilucidar el mecanismo de asociacion de farmacos

con nanoparticulas **.

Dispersion de
Lente de particulas

. enfoque
Fuente laser 4

U e o T,

Luz
dispersada

Optica de |
coherencia

Fotodetector

Correlacionador

Figura 20. Representacion esquematica de la técnica de DLS. (Modificado de M. Fanani, 2016).

1.6.8.1.2 Indice de polidispersidad (PDI).
Este parametro es obtenido de manera simultanea con el tamafio de particulas. Este indice nos da
informacidn acerca de la muestra. Los valores cercanos a 0 indican que la muestra es monodispersa

asi como valores cercanos a la unidad indican que la muestra presenta gran variedad de tamafios

44
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1.6.8.2 Espectrofotometria infrarrojo por transformada de Fourier

El principio de la espectroscopia de infrarrojo es la medicion de la cantidad de radiacion IR, que
es absorbida o emitida por una muestra en funcion de la longitud de onda. La medicion de IR se
puede realizar en la modalidad de transmision o reflectancia, siendo la primera la mas conocida.

Esta técnica tiene un alto potencial para ayudar a identificar estructuras moleculares. El espectro
IR de una molécula poliatomica se basa en vibraciones moleculares, cada una de las cuales depende
especificamente de las masas atomicas, la fuerza de los enlaces y las interacciones intra o
intermoleculares. Como consecuencia, todo el espectro de IR de un compuesto organico
proporciona una huella digital Unica, que se puede distinguir facilmente del patron de absorcion
de IR de otros compuestos, incluidos los isomeros. Es decir, cuando se cuenta con espectros de

referencia, es posible identificar la mayoria de los compuestos del espectro IR dado.

Fuente Interferémetro
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Figura 21. Representacion esquematica de la técnica de espectrofotometria infrarrojo.
(Modificado de J. Velandia, 2017).

La técnica espectrofotometria infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), es muy Util para
lograr identificar los principales componentes quimicos en materiales medicinales y sus diferentes
extractos, asi como también para comparar los diferentes componentes entre muestras similares.
Es por ello, que este método analitico se considera como rapido, eficaz, visual y preciso para la

investigacion farmacéutica “°.
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1.6.8.3 Resonancia magnética nuclear de proton

La resonancia magnética nuclear (RMN-H?) constituye una técnica con un amplio y reconocido
espectro de aplicaciones en el campo del andlisis estructural. Tuvo sus inicios a principios de la
década de 1950, cuando se comercializaron los primeros espectrometros para la obtencién de
espectros de protones, tras el descubrimiento en 1945 de la resonancia. Este fendmeno plantea que
los nuclidos sometidos a un campo magnético externo absorben radiacion electromagnética en el
orden de las radiofrecuencias. Como la frecuencia exacta de esta absorcion depende del entorno
quimico de los nuclidos, el espectro de sefiales de absorcion de los mismos revela valiosa

informacidn sobre la estructura de la molécula “°.

Espectro de
RMN

Tubo con
muestra

Detectory
amplificador

Generador de radiofrecuencia
controlado por computadora

Iman
superconductor

Figura 22. Representacion esquematica de la técnica de resonancia magnética nuclear.
(Modificado de J. Castell, 2003).

1.6.8.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR o HPLC por sus siglas en inglés) es uno
de los tantos métodos de cromatografia para la separacion y andlisis de los componentes quimicos
de una mezcla. Basicamente, en este metodo participan la fase movil y la fase estacionaria
(inmiscibles entre si). Asi como la muestra de interés. La fase mavil es liquida y su funcion es
llevar la muestra a través de la fase estacionaria, que puede ser solida o una pelicula liquida

soportada en un sélido inerte. Las distintas fuerzas quimicas y fisicas que acttan entre la mezcla a
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analizar y las dos fases determinan la retencion y separacion de cada uno de los componentes de
la mezcla (Fallon, Booth y Bell, 1987). Los componentes con mayor afinidad con la fase
estacionaria se desplazaran con menor velocidad que aquellos que presentan menor afinidad. Estas
diferencias de velocidades dan origen a la separacion de los componentes *’.

Un cromatografo de liquidos de alta resolucion opera generalmente con cinco instrumentos:

reservorio, bomba, inyector, horno (columna), detector y registrador (figura 23).

Muestras a
analizar  peeeeeeeeeeeeeeee

Reservorio Bomba Inyector Horno de la Detector Analizador
columna l

Resﬁuos

Figura 23. Diagrama basico de un cromatédgrafo de liquidos de alta resolucién. (Modificado de
D. Suarez, 2018).

1.6.8.5 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de gases es una técnica separativa que tiene la cualidad de conseguir la
separacion de mezclas muy complejas. Pero una vez separados, detectados, e incluso cuantificados
todos los componentes individuales de una muestra problema, el Gnico dato de que disponemos
para la identificacidn de cada uno de ellos es el tiempo de retencion de los correspondientes picos
cromatograficos. Este dato no es suficiente para una identificacion inequivoca, sobre todo cuando
analizamos muestras con un numero elevado de componentes, como es frecuente en cromatografia

de gases capilar.

Por otra parte, la espectrometria de masas puede identificar de manera casi inequivoca cualquier
sustancia pura, pero normalmente no es capaz de identificar los componentes individuales de una

mezcla sin separar previamente sus componentes, debido a la extrema complejidad del espectro
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obtenido por superposicion de los espectros particulares de cada componente. Por lo tanto, la
asociacion de las dos técnicas, GC (“Gas Chromatography”) y MS (“Mass Spectrometry”) da lugar

a una técnica combinada GC-MS que permite la separacion e identificacion de mezclas complejas.

Jeringa de inyeccién
de la muestra Procesador - amplificador

Regulador de

flujo Inyector U

/ —L 1 ﬁm

tp

Registro del cromatograma

) =

\ Horno de temperatura

programable
\ Columna cromatografica

Recipiente del eluyente

Figura 24. Representacion esquematica de la técnica de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. (M. Osorio, 2018).

Una mezcla de compuestos inyectada en el cromatografo de gases se separa en la columna
cromatografica obteniendo la elucion sucesiva de los componentes individuales aislados que pasan
inmediatamente al espectrometro de masas. Cada uno de estos componentes se registra en forma
de pico cromatografico y se identifica mediante su respectivo espectro de masas. En este proceso,
el espectrometro de masas, ademas de proporcionar los espectros, actla como detector
cromatografico al registrar la corriente idnica total generada en la fuente i6nica, cuya
representacion grafica constituye el cromatograma o “TIC” (total ion current). En efecto, la
corriente iénica generada por todos los iones da lugar a un pico gaussiano de area proporcional a

la concentracion del compuesto detectado “.
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CAPITULO II. EXPERIMENTAL

I1.1 Sintesis de monomero de acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB)
El método de sintesis de monomero se realizd por medio del previamente reportado por Licea-

Claverie, Rogel-Hernandez y Lépez en 2003. La reaccidn de sintesis se muestra en la figura 25.

En un matraz bola de 100 mL, se hicieron reaccionar 13.8 g de &cido salicilico y 0.9 g de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), en 16.8 mL de trietilamina y 40 mL de diclorometano. La solucion
obtenida se colocd en bafio de hielo a 0 °C y se mantuvo en agitacion hasta disuelto.
Posteriormente, se colocé gota a gota 15 g de anhidrido metacrilico y se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente, por aproximadamente 3 horas, mediante uso de una bomba de adicién. La
solucion previa, se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. Seguido a esto, la solucién se
transfirié a un vaso de precipitado de 250 mL y se acidificd con &cido clorhidrico, hasta un pH=
3.0, manteniendo la mezcla a 0 °C y con agitacion constante. El precipitado obtenido se extrajo
por medio de éter etilico y un embudo de separacion de 250 mL. La fase orgénica se recuperd y se
lavé con 40 mL de una solucion de acido clorhidrico 0.1 M y 40 mL de agua destilada. Una vez
lavada, la fase organica se secd utilizando sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 a vacio y se colocd
en un cristalizador de vidrio hasta obtener un sélido seco. Este sélido, a su vez, se lavé con 30 mL
de agua destilada a temperatura ambiente y otros 30 mL a 40 °C, repitiendo tres veces de manera
intercalada. Posteriormente, el producto se purificO por medio de recristalizacion utilizando

hexano previamente calentado a 65 °C y, finalmente, se dejé secar a 50 °C en una estufa con vacio.

H,C CH

3
H
o

o o
o
OH o DMPA/TEA/DCM o) HaC
+ I + OH
H Tr/24 h OH
o] HsC

Acido salicilico Anhidrido metacrilico Acido metracriloiloxi- Acido metacrilico
o-benzoico

O o]

Figura 25. Ruta de sintesis de &cido metacriloiloxi-o-benzoico. (Disefio propio).
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11.2 Caracterizacion de monémero de MAOB
11.2.1 Cromatografia de Capa Fina (CCF)
Se realizo la evaluacion de la pureza del producto por medio de una cromatografia de capa fina,

utilizando una mezcla de hexano y acetato de etilo en una proporcion 32:68.
11.2.1.1 Preparacion de soluciones

11.2.1.1.1 Solucion A (solucion de referencia): se disolvieron 30 mg de &cido salicilico en 1 mL

de metanol.

11.2.1.1.2 Solucion B (solucion muestra): se disolvieron 30 mg de monomero de MAOB

previamente obtenido y se disolvieron en 1 mL de metanol.
11.2.1.2 Placa cromatogréfica

11.2.1.2.1 En una placa cromatogréfica de 2.5 cm de ancho por 5 cm de largo, se traz6 una linea
inicial donde se colocaron dos puntos separados, el punto Ay el punto B, al primero se le colocaron

10 pL de la solucién A, y al segundo se le colocaron 10 pL de la solucién B.

11.2.1.2.2 En una cdmara cromatografica se colocaron 5 mL de la mezcla de hexano y acetato de
etilo (32:67). Posteriormente, se colocé la placa cromatografica dentro de la cdmara y se dejo
correr hasta aproximadamente el 85% de la placa. Finalmente, se dejo secar, se observo por medio

de luz ultravioleta y se midio el recorrido de cada una de las soluciones (figura 26).

/Acetato :\‘;
de etilo 4

+

\17// Hexano

85%

Cromatoplaca Camara Revelado con
cromatografica luz UV

Figura 26. Cromatografia de capa fina. (Disefio propio).
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11.2.2 Espectrofotometria de Infrarrojo con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

El analisis de espectroscopia de infrarrojo se realizd con el equipo Fourier Transform Infrared
Spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR), marca Thermo, modelo Nicolet
IS5. Se limpio con metanol la superficie del diamante y se dejo secar. Posteriormente, se colocd
una pequefia cantidad del producto en el diamante, se bajo la punta y, con ayuda del software, se

leyd la muestra y se obtuvo el espectro IR.

11.2.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN-H?)

Se pesaron 25 mg de monémero de MAOB vy se transfirieron a un tubo para RMN, posteriormente
se agregaron 0.6 mL de cloroformo deuterado (CDCls) por medio de una pipeta de vidrio, para
evitar algun tipo de contaminacion. Se tapé el tubo, se agitd ligeramente hasta disuelto y se ley6
en el equipo Spinsolve high de 60 MHz para obtener el espectro de RMN vy asi determinar los

diferentes tipos de protones que existian en la molécula.

11.3 Generacion de sal de MAOB

Para la generacién de la sal del monémero de MAOB, se realizaron dos soluciones. La primera
consistié en pesar 0.9 g de monémero de MAOB, transferirlo a un vaso de precipitado que contenia
10 mL de metanol. Para la segunda solucidn se pesaron 0.2 g de hidréxido de potasio (KOH), esto
se transfirié a un vaso de precipitado que contenia 10 mL de metanol. Cada una de las soluciones
se colocaron en un bafio de hielo a 0 °C y se mantuvieron en agitacion constante hasta disolver los
reactivos solidos. Posteriormente, se colocd gota a gota la solucion de KOH y metanol al vaso de
precipitado que contenia el mondémero. A la mezcla obtenida se le elimind el solvente (metanol)
por medio del rotavaporador BUCHI R-100. El producto de reaccion obtenido fue secado en una

estufa de vacio a 50 °C durante 24 horas, obteniendo finalmente la sal del monémero.
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MAOB Sal de MAOB

Figura 27. Ruta de sintesis de sal de MAOB. (Disefio propio).

I1.4 Caracterizacion de sal de MAOB
La sal obtenida, al igual que el mondmero, se caracterizd por medio del equipo Fourier Transform
Infrared spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR), como se menciona en

el punto 11.2.2. para obtener el espectro IR.

11.5 Sintesis de nanoparticulas poliméricas de MAOB
Se sintetizaron nanoparticulas poliméricas de MAOB para su incorporacion en suturas y su

posterior estudio. Se procedid de la siguiente manera:

11.5.1 Reaccidn de polimerizacion. En un matraz bola de 50 mL, se agregaron 12.5 mL de agua
milliQ y 0.25 g de sal de MAOB, esto se colocé en agitacion y se adicionaron 12.5 mL mas de
agua milliQ. A la solucion obtenida se le midio el tamafio de particula por medio de dispersion de
luz dindmica (DLS). Posteriormente, se colocaron 10 pL del entrecruzante dimetacrilato de
etilenglicol (EGDMA) 5 % molar. La solucion se coloco en atmosfera inerte por medio de burbujeo
de gas nitrégeno, por 30 minutos, colocando un tapdn antivuelco con septum al matraz para evitar
entrada de oxigeno. Después de los 30 minutos, el matraz se colocé en bafio de aceite a 85 °C. Se
adicionaron 110 pL de persulfato de amonio (APS), 2 % wi/w, el cual actla como iniciador de la
reaccion de polimerizacion, y nuevamente se dej6 en agitacion por 40 minutos a 85 °C. La solucion
se transfirio a un vaso de precipitado de 250 mL que se tap6 con papel parafilm y se coloco en un
bafio de hielo a 0 °C. A la solucion obtenida se le midi6 el tamafio de particula y se procedio a

liofilizar.
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Figura 28. Reaccion de polimerizacion. (Disefio propio).

11.5.2 Liofilizado y obtencién de nanoparticulas poliméricas. La solucion obtenida a partir de la
reaccion de polimerizacion en el punto 11.5.1 fue colocada en viales de vidrio con tapa, afiadiendo
a estos 10 mL de solucion en cada uno. Dichos viales fueron envueltos con papel Parafilm y
pesados previamente. Posteriormente, se congelaron por medio del ultracongelador BINDER Serie
UF-V. Una vez congeladas, las muestras fueron liofilizadas en el equipo Labconco (freezone 2.5
L -50 °C Benchtop freeze Dryers, 230V model), este se colocé a una temperatura de -50 °C por 3

dias. El producto obtenido fue finalmente pesado.

11.6 Caracterizacién de nanoparticulas de MAOB

11.6.1 Dispersion de Luz Dindmica
11.6.1 Lectura de solucién previa a la reaccion de polimerizacion. Se tomé 1 mL de la solucion
obtenida previo a la polimerizacion, obtenida en el punto 11.5.1 y se colocé en una celda para ser

leida en el equipo.

11.6.2 Lectura de solucion posterior a la reaccion de polimerizacion. Se tom6 1 mL de la solucion
obtenida de la reaccion de polimerizacion para la sintesis de nanoparticulas (11.5.1) y se colocé en

una celda para ser leida en el equipo.

11.6.3 Lectura de solucion de liofilizado. Se pes6 1 mg del liofilizado obtenido en el punto 11.5.2

y se colocd en un tubo Eppendorf de 2 mL, posteriormente se le afiadié 1 mL de agua grado milliQ.
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Esta solucion se colocd en agitacion constante durante 24 horas, transcurrido este tiempo, se tomo

el 1 mL de solucién y se coloco en una celda para ser leida en el equipo.

11.6.2 Espectrofotometria Infrarrojo con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

El analisis de espectroscopia de infrarrojo se realizd con el equipo Fourier Transform Infrared
Spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR). Se limpié con metanol la
superficie del diamante y se dejo secar. Posteriormente, se colocd una pequefia cantidad del
liofilizado obtenido en el punto 11.5.2, sobre el diamante, se bajo la punta y, con ayuda del

software, se leyo la muestra y se obtuvo el espectro IR.

poli(MAOB)

Figura 29. Lectura de poli(MAOB) en espectrofotometro infrarrojo. (Modificado de Thermo

Scientific).

11.7 Sintesis de nanoparticulas de MAOB cargadas con clorhexidina
Para realizar el cargado e incorporacion de clorhexidina en las nanoparticulas poliméricas, se

procedio a realizarlo de la siguiente manera:
11.7.1 Preparacion de soluciones

11.7.1.1 Solucion con clorhexidina. Se pesaron aproximadamente 7.5 mg de clorhexidina diacetato
y se agregaron en un vaso de precipitado que contenia 10 mL de agua grado milliQ, la solucién
obtenida se agitd durante 10 minutos. Cumplidos los 10 minutos, se agregaron 10 mL mas de agua

y se volvié a agitar por otros 10 minutos.
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11.7.1.2 Solucidn con sal de MAOB. Se pesaron aproximadamente 42.5 mg de sal de MAOB y se
agregaron a un vaso de precipitado que contenia 10 mL de agua grado milliQ, la solucion obtenida
se coloco en agitacion durante 10 minutos. Posteriormente, se agregaron 10 mL mé&s de agua y se
volvié a agitar por otros 10 minutos. Esta solucion se filtro a vacio, utilizando una membrana con

tamafo de poro de 0.45 um, esto con el fin de obtener una solucion transparente.

11.7.1.3 Solucion con clorhexidina y sal de MAOB. La solucion con clorhexidina (11.7.1.1) fue
mezclada con la solucion con sal de MAOB (11.7.1.2), y se sometié a agitacion constante durante
10 minutos y posteriormente se agregaron 10 mL de agua milliQ, obteniendo un total de 50 mL de
solucién. Finalmente, se tom6 1 mL de la solucion resultante para leer el tamafio de particula por
medio de la técnica de DLS como se indica en el punto 11.8.1 Al término de la lectura se regreso

el volumen tomado a la solucion.
11.7.2 Sintesis de nanoparticulas poliméricas cargadas con clorhexidina

11.7.2.1 Reaccion de polimerizacion para la sintesis de nanoparticulas cargadas. La solucion
previamente obtenida en el punto 11.7.1.3, se agregd a un matraz bola de 100 mL y se afiadieron 7
pL del entrecruzante dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA), posteriormente la solucion fue
colocada en atmosfera inerte por medio de burbujeo de gas nitrogeno, durante 30 minutos y
colocando un tapdn antivuelco con septum al matraz, esto con el fin de evitar la entrada de oxigeno
a la solucién. Después de transcurridos los 30 minutos, la solucién fue colocada a 85 °C en un
bafio de aceite con agitacion constante. Cumplidos los 30 minutos, se agregaron 100 uL de
persulfato de amonio (APS) 2 % w/w, actuando este como iniciador de la reaccion de
polimerizacion, y posteriormente esta solucion se coloco en agitacion por 45 minutos a 85 °C.
Finalmente, la solucidn obtenida, se transfirié a un vaso de precipitado de 250 mL y se enfrid
lentamente a temperatura ambiente. Una vez atemperada, a la solucion se le midié el tamafio de

particula por medio de la técnica de DLS como se indica en el punto 11.8.1.

El cargado se realiz6 por medio de una interaccién ionica, mediante el acido carboxilico del
polimero de MAOB en forma ionizada (carga negativa) y la carga positiva de la amina presente

en la clorhexidina.
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Figura 30. Reaccién de polimerizacidn de nanoparticulas cargadas con clorhexidina.

(Disefio propio).

11.7.2.2 Liofilizado y obtencion de nanoparticulas poliméricas. La solucidn obtenida a partir de la
reaccion de polimerizacion en el punto 11.7.2.1 fue colocada en viales de vidrio con tapa,
afiadiendo a estos 10 mL de solucion en cada uno. Dichos viales fueron envueltos con papel
Parafilm y pesados previamente. Posteriormente, se congelaron por medio del ultracongelador
BINDER Serie UF-V. Una vez congeladas, las muestras fueron liofilizadas en el equipo Labconco
(freeze dry systema / freezone 4.5), este se coloc6 a una temperatura de -50 °C por 3 dias. El

producto obtenido fue finalmente pesado.

11.8 Caracterizacion de nanoparticulas poliméricas cargadas

Las nanoparticulas obtenidas previamente fueron caracterizadas por medio de la técnica de
Dispersion de Luz Dinamica (DLS) con ayuda del equipo Zeta sizer Nano ZS, esto para conocer
el tamafio de particula previo a la reaccion de polimerizacion, posterior a la reaccion de
polimerizacion y finalmente al liofilizado resuspendido. Asi como también, fueron analizadas por

medio de espectrofotometria de infrarrojo, para caracterizarlas cualitativamente.

11.8.1 Dispersién de Luz Dinamica
11.8.1.1 Lectura de solucion previa a la reaccion de polimerizacion. Se tomo6 1 mL de la solucion

con clorhexidina y sal de MAOB (11.7.1.3) y se coloco en una celda para ser leida en el equipo.
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11.8.1.2 Lectura de solucion posterior a la reaccion de polimerizacion. Se tom6 1 mL de la solucion
obtenida de la reaccion de polimerizacién para la sintesis de nanoparticulas (11.7.2.1) y se coloco

en una celda para ser leida en el equipo.

11.8.1.3 Lectura de solucion de liofilizado. Se pesé 1 mg del liofilizado obtenido en el punto
11.7.2.2 y se coloco en un tubo Eppendorf de 2 mL, posteriormente se le afiadiéo 1 mL de agua
grado milliQ. Esta solucion se colocé en agitacion constante durante 24 horas, transcurrido este

tiempo, se tomd el 1 mL de solucién y se colocé en una celda para ser leida en el equipo.

11.8.2 Espectrofotometria Infrarrojo con Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Para el analisis de espectroscopia de infrarrojo, se limpié con metanol la superficie del diamante
y se dejo secar. Posteriormente, se colocd una pequefia cantidad del liofilizado obtenido en el punto
11.7.2.2, sobre el diamante, se bajé la punta y, con ayuda del software, se leyd la muestra y se

obtuvo el espectro IR.

11.8.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)

El liofilizado de nanoparticulas cargadas (11.7.2.2), también fue analizado por medio de CLAR en
el cromatografo Thermo Scientific UltiMate 3000, para caracterizar de manera cualitativa la
presencia de los farmacos: clorhexidina (CLHX) y é&cido salicilico (AS). La preparacion de

soluciones y muestras se describen a continuacion:

11.8.3.1 Preparacion de soluciones

a) Solucion buffer. Se pesaron 13.3 g de fosfato de sodio monobasico y se transfirieron a
un vaso de precipitado de 1 L, el cual contenia 850 mL de agua destilada. Se procedio
a colocar la solucidn en agitacion constante hasta disolucion completa. Posteriormente,
se agregaron 5 mL de trietilamina y se ajusté a pH 3 con acido fosférico 2 M. La
solucién obtenida se filtrd y desgasifico utilizando una membrana de nylon con tamafio
de poro de 0.45 um 47 mm de didmetro. Finalmente se coloco en un reservorio de 1 L
limpio y seco.

b) Solucion de acetonitrilo. Se filtré y desgasifico 1 L de acetonitrilo grado CLAR,
utilizando una membrana de nylon con tamafio de poro de 0.45 uym y 47 mm de

didmetro. La solucion fue colocada en un reservorio limpio y seco.
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c) Solucion de agua destilada. Se filtrd y desgasifico 1 L de agua destilada, utilizando una
membrana de nylon con tamafo de poro de 0.45 um y 47 mm de didmetro. La solucion

fue colocada en un reservorio limpio y seco.

11.8.3.2 Preparacion de muestras

a) Estandar dual de referencia de CLHX y AS. Se pesaron 42.5 mg de acido salicilico
grado estdndar y 7.5 mg de clorhexidina diacetato grado estdndar. Estas cantidades
fueron transferidas a un matraz volumétrico de 50 mL el cual contenia 25 mL de etanol
y se disolvié con ayuda de sonicacién durante 5 minutos. Una vez disueltos los
reactivos solidos, se procedié a llevar a aforo con etanol. Posteriormente, se tomd una
pequefia muestra de la solucién y se filtrd por medio de un filtro de nylon con un tamafio
de poro de 0.45 um, la porcién filtrada se coloco en un vial de CLAR limpio y seco.

b) Muestra del liofilizado de nanoparticulas cargadas. Se pesaron 30 mg del liofilizado de
nanoparticulas cargadas, previamente obtenido en el punto 11.7.2.2 y se colocaron en
un vial de vidrio, el cual contenia 3 mL de etanol. La solucion se coloco en agitacion
durante 10 minutos, esto con el fin de resuspender el liofilizado. Una vez resuspendido,
se tomo una pequefia porcion de la solucion y se filtrd por medio de un filtro de nylon
con un tamario de poro de 0.45 um, la porcidn filtrada se colocé en viales de CLAR

limpios y secos.

11.8.3.3 Condiciones cromatograficas
En la tabla 1 se muestran las condiciones cromatograficas con las cuales se realizé el analisis por
CLAR. El equipo fue previamente acondicionado durante 30 minutos y las lineas fueron purgadas.
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Tabla 1. Condiciones cromatogréaficas para el analisis por CLAR. (Disefio propio).

Condiciones cromatogréficas

Flujo 2 mL/min

A 232, 260, 280, 291 nm
Columna RAININ (SPHERISORB 0DS2 COLUMN, 5 um, 4.6 x 250 mm)
Temperatura 40 °C
F.M. Solucién buffer: Acetonitrilo (70:30)

Tiempo de corrida 8 minutos

Volumen de inyeccion 10 uL

11.9 Incorporacion de nanoparticulas cargadas en suturas
El cargado e incorporacion de las nanoparticulas poliméricas a suturas quirdrgicas fue realizado

por medio del método de inmersidn que se realiz6 de la siguiente manera:

11.9.1. Solucion con nanoparticulas cargadas. Se realiz6 una solucion que contenia nanoparticulas
liofilizadas obtenidas previamente (11.7.2.2) y alcohol etilico, de tal manera que la concentracion

correspondiera a 10 mg de liofilizado en 1 mL de etanol.

11.9.2 Obtencion de suturas sin cargar. Se utilizaron suturas quirdrgicas reabsorbibles
multifilamento de la marca Vicryl (Vicryl poliglactina 910), las cuales fueron cortadas en

fragmentos de 15, 3y 1 cm de longitud.

11.9.3 Obtencion de suturas cargadas con nanoparticulas. La solucién realizada previamente
(11.9.1) se colocd en viales de vidrio, limpios y secos. Posteriormente, dentro de su respectivo vial,
se colocd una sutura. A continuacion, los viales se colocaron en un agitador con temperatura
programado a 150 rpm y a 35 °C, durante 15 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de cargado,
las suturas fueron retiradas de las soluciones de cargado y se secaron a temperatura ambiente
durante dos horas, protegidas de la luz y humedad. Una vez secas, las suturas fueron pesadas y
resguardadas. Con cada solucién de cargado se pueden cargar hasta 3 suturas (una por una). En la

figura 31, se presenta un esquema general del cargado de las suturas.

50



—N

— Sutura

e

Nanoparticulas
poliméricas
cargadas | -

Solucién de cargado Sutura con nanoparticulas
poliméricas cargadas

Figura 31. Incorporacion de nanoparticulas poliméricas de clorhexidina en suturas quirurgicas.

(Disefio propio).

11.10 Caracterizacién de suturas con nanoparticulas poliméricas cargadas
Las suturas previamente cargadas fueron analizadas por medio de espectrofotometria infrarrojo

como se indica a continuacion:
11.10.1 Preparacion de las muestras

11.10.1.1 Sutura blanco. Una sutura quirdrgica reabsorbible multifilamento de la marca Vicryl

(Vicryl poliglactina 910), se midi6 y cortd para obtener una sutura de 1 cm de longitud.

11.10.1.2 Sutura cargada con nanoparticulas. Una sutura previamente cargada con nanoparticulas

como lo indica el punto 11.9.3 fue medida y cortada para obtener una sutura de 1 cm de longitud.

11.10.2 Andlisis en equipo de infrarrojo. El analisis de espectroscopia de infrarrojo se realizo
limpiando cuidadosamente, con metanol, la superficie del diamante. Posteriormente, se coloco una
a una las suturas obtenidas en los puntos 11.10.1.1 y 11.10.1.2 en el diamante, se bajo6 la punta y,

con ayuda del software, se leyo la muestra y se obtuvo el espectro IR.
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11.11 Estudios de hidrdlisis — liberacion de nanoparticulas a partir de suturas y
cinetica de liberacion

Las suturas cargadas con nanoparticulas fueron sometidas a estudios de hidrdlisis — liberacion y se
estudio la cinética de liberacion de farmacos en el medio de disolucién, los cuales consistieron en

lo siguiente:
11.11.1 Preparacion de buffer de fosfatos pH 7.4

Se pesaron 6.8 g de fosfato monobaésico de sodio y agregaron a un vaso de precipitado de 1 L, el
cual contenia 800 mL de agua destilada, esta solucion se colocd en agitacion constante hasta
disuelto el soluto. La solucion obtenida fue ajustada a pH 7.4 por medio de una solucion de
hidroxido de sodio 2 N. Una vez ajustado el pH, la solucion fue transferida a un matraz volumétrico
de 1 L y se llevéd a aforo. Finalmente, la solucidn se filtr6 a vacio, utilizando una membrana con

tamario de poro de 0.45 pm.
11.11.2 Estudio de liberacion de farmacos

Se colocaron 2 suturas previamente cargadas con nanoparticulas (11.9.3) en viales de vidrio que
contenian un volumen de 2 mL de buffer de fosfatos a pH 7.4, posteriormente fueron colocados
en un oscilador con temperatura a 37 °C y a 250 rpm por 96 horas, al término de este tiempo, se
tomd una muestra para su posterior analisis en el cromatdégrafo de liquidos de alta resolucion
(CLAR) como lo indica el punto 11.12. Este estudio se realizo por triplicado, es decir, se sometieron

a estudio 3 viales en total.
11.11.3 Cinética de liberacion de farmacos

Se colocaron 3 suturas previamente cargadas con nanoparticulas (11.9.3) en un vial de vidrio que
contenia un volumen de 6 mL de buffer de fosfatos a pH 7.4, posteriormente, este fue colocado en
un oscilador con temperatura a 37 °C y a 100 rpm. Se realizaron muestreos a los 15 min, 30 min,
1,2,4,6,8, 24,48, 72 y 96 horas, tomando 400 pL en cada muestreo y realizando reposicion de
medio con 400 pL de buffer de fosfatos a pH 7.4 previamente atemperado a 37 °C. Las muestras
obtenidas fueron resguardadas en refrigeracion hasta ser analizadas en el cromatografo de liquidos

de alta resolucion (CLAR) como lo indica el punto 11.12.
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Figura 32. Hidrolisis-liberacion de nanoparticulas poliméricas cargadas con clorhexidina.

(Disefio propio).

11.12 Andlisis y caracterizacién del medio de liberacién para estudios de hidrolisis —
liberacidn y estudio de la cinética de liberacion de farmacos, por CLAR

Se realiz6 el analisis de muestras obtenidas en los estudios de hidrolisis — liberacion (11.11.2) y de
las muestras obtenidas a partir de la cinética de liberacion (11.11.3), por medio de CLAR, esto con
el fin de caracterizar de manera cuantitativa y cualitativa la presencia de farmacos en el medio de
liberacion. La preparaciéon de soluciones y muestras, asi como las condiciones del método se

describen a continuacion:

11.12.1 Preparacion de soluciones
a) Solucion buffer. Se pesaron 13.3 g de fosfato de sodio monobasico y se transfirieron a un
vaso de precipitado de 1 L, el cual contenia 850 mL de agua destilada. Se procedio a colocar
la solucion en agitacion constante hasta disolucion completa. Posteriormente, se agregaron
5 mL de trietilamina y se ajusto a pH 3 con &cido fosforico 2 M. La solucion obtenida se
filtré y desgasificé utilizando una membrana de nylon con tamafio de poro de 0.45 um 47

mm de didmetro. Finalmente se colocd en un reservorio de 1 L limpio y seco.
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b)

Solucion de acetonitrilo. Se filtro y desgasificd 1 L de acetonitrilo grado CLAR, utilizando
una membrana de nylon con tamafio de poro de 0.45 pum y 47 mm de didmetro. La solucion
fue colocada en un reservorio limpio y seco.

Solucion de agua destilada. Se filtré y desgasifico 1 L de agua destilada, utilizando una
membrana de nylon con tamafio de poro de 0.45 um y 47 mm de diametro. La solucion fue

colocada en un reservorio limpio y seco.

11.12.2 Preparacion de muestras

a)

b)

d)

Estandar dual de referencia de CLHX y AS. Se pesaron 42.5 mg de &cido salicilico grado
estandar y 7.5 mg de clorhexidina diacetato grado estandar. Estas cantidades fueron
transferidas a un matraz volumétrico de 50 mL el cual contenia 25 mL de etanol y se
disolvié con ayuda de sonicacion durante 5 minutos. Una vez disueltos los reactivos
solidos, se procedio a llevar a aforo con etanol. Posteriormente, se tomd una pequefia
muestra de la solucion y se filtrd por medio de un filtro de nylon con un tamafio de poro de
0.45 um, la porcion filtrada se colocd en un vial de CLAR limpio y seco.

Muestra de estudios de hidrolisis - liberacion. Se tomé una porcion del medio de liberacion
obtenido al cabo de las 96 h de estudio de hidrdlisis — liberacion (11.11.2) y se filtré por
medio de un filtro de nylon con un tamafio de poro de 0.45 um, la porcion filtrada se colocé
en un vial de CLAR limpio y seco.

Muestras del estudio de cinética de liberacion. Las muestras obtenidas en los diferentes
tiempos de muestreo (11.11.3) no fueron manipuladas o preparadas, fueron directamente
analizadas en el cromatografo de liquidos de alta resolucion, esto para evitar la pérdida de
la muestra.

Blanco de medio. Se tom6 una porcion de la solucién obtenida en el punto 11.12.1 inciso
a, y fue filtrada por medio de un filtro de nylon con un tamafio de poro de 0.45 pum, la

porcion filtrada se coloc6 en un vial de CLAR limpio y seco.

11.12.3 Condiciones cromatograficas

En la tabla 2, se muestran las condiciones cromatograficas con las cuales se realizo el analisis por

medio de CLAR. El equipo fue previamente acondicionado durante 30 minutos y las lineas fueron

purgadas. Posteriormente se realizé la lectura de cada una de las muestras como se indica en las
tablas 3y 4.
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Tabla 2. Condiciones cromatogréaficas para el analisis por CLAR. (Disefio propio).

Flujo 2 mL/min
A 232 nm
Columna RAININ (SPHERISORB 0DS2 COLUMN, 5 pm, 4.6 x 250 mm)
Temperatura 40 °C
F.M. Solucion buffer: Acetonitrilo (70:30)
Tiempo de corrida 8 minutos
Volumen de inyeccion 10 pL

Tabla 3. Secuencia de inyecciones para analisis de por CLAR. Estudio de hidrdlisis — liberacion

de farmacos. (Disefio propio).

1 Solucion blanco
1 Solucidn estandar
1 Muestra 96 h (1)
1 Muestra 96 h (2)
1 Muestra 96 h (3)
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Tabla 4. Secuencia de inyecciones para analisis de por CLAR. Estudio de cinética de liberacion

de farmacos. (Disefio propio).

Numero de inyecciones Vial

Solucion blanco

Solucién estandar

Muestra 15 min

Muestra 30 min
Muestra 1l h
Muestra 2 h
Muestra 4 h
Muestra 6 h
Muestra 8 h
Muestra 24 h
Muestra 48 h
Muestra 72 h
Muestra 96 h

I e

11.13 Evaluacién de fuerza tensil y elasticidad de suturas cargadas
Para conocer si se habian modificado las propiedades mecanicas de las suturas al ser cargadas con
nanoparticulas poliméricas, se realizaron estudios de resistencia y a la traccion y elasticidad por

medio del analizador de textura Brookfield CT3.
11.13.1 Preparacion de la muestra

11.13.1.1 Sutura blanco. Una sutura quirdrgica reabsorbible multifilamento de la marca Vicryl

(Vicryl poliglactina 910), se midi6 y corto para obtener una sutura de 15 cm de longitud.

11.13.1.2 Sutura cargada con nanoparticulas. Una sutura previamente cargada con nanoparticulas

como lo indica el punto 11.9.3 fue medida y cortada para obtener una sutura de 15 cm de longitud.

11.12.2 Analisis. Cada una de las suturas fue colocada entre las pinzas y ajustada de tal manera

que estas quedaran bien sujetas. Previamente, se realizaron nudos en cada extremo, esto para evitar
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que las suturas se resbalaran de las pinzas del equipo. Posteriormente, se ajusto, por medio del

software, la altura de las pinzas y se programo el analisis (figura 33) con las condiciones indicadas
en la tabla 5.

Figura 33. Sutura en analizador de textura Brookfield CT3. (Disefio propio).

Tabla 5. Condiciones de analisis para resistencia a la traccion. (Disefio propio).

Condicion Valor
Target value 80.0 mm
Trigger Load 30G
Target Speed 3.0 mm/S

Probe TA3/100
Fixture TA-RT-KIT

11.14 Evaluacion antimicrobiana a partir de suturas cargadas

Se evalu6 el efecto de las suturas cargadas con nanoparticulas poliméricas en bacterias
identificadas cominmente en heridas provocadas después de un procedimiento quirdrgico, las

bacterias utilizadas fueron: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterocuccus faecalis y

57



Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). El procedimiento se describe a

continuacion:

11.14.1 Preparacion de medios

11.14.1.1 Medio Mueller-Hinton. Se pesaron 19 g de agar Mueller-Hinton y se colocaron en un
matraz Erlenmeyer que contenia 500 mL de agua destilada. Posteriormente se disolvié con ayuda
de calor, utilizando un mechero Bunsen, un tripie y tela de asbesto. Después de disuelta la solucién,
se coloco en un reservorio de vidrio para colocar en autoclave y esterilizar a una presion de 15
libras y temperatura de 121 °C por 15 minutos. Una vez esteril se procedid a hacer el vaciado del
medio a cajas Petri estériles de poliestireno de 90 x 14 mm, esto en condiciones de esterilidad.
Después del vaciado de medio, se esper6 la solidificacion de este y se colocaron en refrigeracion.

11.14.1.2 Agua peptonada. Se pesaron 1.5 g de agar agua peptonada y se colocaron en un matraz
Erlenmeyer que contenia 100 mL de agua destilada. Posteriormente se disolvio con ayuda de calor,
utilizando un mechero Bunsen, un tripie y tela de asbesto. Una vez disuelta la solucion, se procedi6
a vaciar 3mL de la solucién en tubos de ensayo con tapa, esto con ayuda de un vaso de precipitado
de 50 mL. Posteriormente, los tubos fueron colocados en autoclave y se esterilizaron a una presion

de 15 libras y temperatura de 121 °C por 15 minutos. Los tubos se conservaron en refrigeracion.

11.14.2 Sembrado de bacterias para obtencién de cultivo de 24 horas

Se realiz6 el sembrado de las diferentes bacterias en sus respetivas cajas Petri con medio Mueller-
Hinton (11.14.1.1), utilizando la técnica se sembrado por agotamiento y estria multiple (figura 34).
Una vez realizado el sembrado, se procedié a colocar las cajas Petri en incubacion a 37 °C por 24

horas.
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Figura 34. Sembrado por agotamiento. (Mediateca, 2007).

11.14.3 Preparacion del in6culo

Se prepar0 una suspensién bacteriana de cada una de las bacterias aisladas y obtenidas a partir del
cultivo de 24 horas (11.14.2). Dicha suspension se realizd tomando solo colonias aisladas, por
medio de un asa y, posteriormente, se colocaron en tubos de ensayo previamente obtenidos en el
punto 11.14.1.2, los cuales contenian agua peptonada. La turbidez o densidad bacteriana fue

comparada con un estandar de turbidez 0.5 en la escala de McFarland.

11.14.4 In6culo en placa para la realizacion de antibiograma

Se realiz6 en sembrado del indculo, previamente obtenido en el punto 11.14.3, en cajas Petri que
contenian medio Mueller-Hinton, el sembrado se realiz6 con ayuda de hisopos estériles y por
medio de estria cerrada (imagen 35), tratando de cubrir la totalidad de la caja sin dejar espacios.

Este procedimiento se realizé para cada una de las bacterias, en cajas Petri independientes.

C17

Figura 35. Sembrado con hisopo por estria cerrada. (Modificado de Axmilab, 2017).
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11.14.5 Antibiograma con suturas cargadas

11.14.5.1 Preparacion de suturas
11.14.5.1.1 Suturas blanco. Suturas quirurgicas reabsorbibles multifilamento de la marca Ethicon
(Vicryl poliglactina 910), se midieron y cortaron para obtener suturas de 3 cm de longitud.

Posteriormente se esterilizaron por medio de luz ultravioleta durante 20 minutos.

11.14.5.1.2 Suturas patron o de referencia. Suturas quirargicas de la marca Ethicon (Stratafix
Symmetric PDS Plus), se midieron y cortaron para obtener suturas de 3 cm de longitud.

Posteriormente se esterilizaron por medio de luz ultravioleta durante 20 minutos.

11.14.5.1.3 Suturas con nanoparticulas cargadas de CLHX y AS. Suturas previamente cargadas
con nanoparticulas como lo indica el punto 11.9.3 fueron medidas y cortadas para obtener suturas
de 3 cm de longitud. Posteriormente se esterilizaron por medio de luz ultravioleta durante 20

minutos.

11.14.5.1.4 Suturas con nanoparticulas poliméricas de MAOB. Suturas quirurgicas reabsorbibles
multifilamento de la marca Ethicon (Vicryl poliglactina 910), se midieron y cortaron para obtener
suturas de 3 cm de longitud. Posteriormente fueron colocadas en una solucion que contenia 35 mg
de nanoparticulas poliméricas de MAOB (11.5.2) y 3.5 mL de etanol. Se secaron durante 2 horas

y finalmente se esterilizaron por medio de luz ultravioleta durante 20 minutos.

11.14.5.1.5 Suturas con clorhexidina diacetato. Suturas quirurgicas reabsorbibles multifilamento
de la marca Ethicon (Vicryl poliglactina 910), se midieron y cortaron para obtener suturas de 3 cm
de longitud. Posteriormente fueron colocadas en una solucion que contenia 4 mg de clorhexidina
diacetato y 4 mL de etanol. Se secaron durante 2 horas y finalmente se esterilizaron por medio de

luz ultravioleta durante 20 minutos.
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Figura 36. Procedimiento general del cargado de suturas quirdrgicas por el método de

Solucioén 2 * .
de cargado ':_:"‘

Cargado

inmersién. (Disefio propio).

11.14.5.2 Colocacidn de suturas en placas Petri inoculadas

Sutura cargada

Con ayuda de pinzas quirdrgicas previamente sanitizadas con alcohol etilico al 70 %, fueron

colocadas las diferentes suturas preparadas (11.14.5.1) en las cajas Petri previamente inoculadas

(11.14.4). La tabla 6 muestra el orden de colocacion de suturas para cada una de las bacterias y en

la figura 37 se hace una representacion ilustrativa. Se colocaron 2 suturas como maximo en cada

caja.

Una vez colocadas las suturas en sus respectivas cajas, estas se incubaron a 37 °C por 24 horas. Se

monitorearon y midieron los halos de inhibicion cada 24 horas hasta el transcurso de 5 dias.

Tabla 6. Orden de colocacion de suturas. (Disefio propio).

# Caja Suturas Microorganismo
1 1 sutura blanco y 1 sutura de referencia S. aureus
2 2 suturas cargadas E. coli
3 2 suturas cargadas E. faecalis
4 1 sutura con Poli(MAOB) y 1 sutura con clorhexidina SARM
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Figura 37. Colocacidn de suturas en caja Petri. (Disefio propio).

11.15 Evaluacién de viabilidad celular
Para conocer la citotoxicidad provocada por las suturas cargadas, se realizaron estudios de

viabilidad celular, evaluando su efecto sobre fibroblastos murinos BalB/3T3, células HelLa de

cancer ovario y células de melanoma.

11.15.1 Evaluacion de viabilidad celular por método indirecto

11.15.1.1 Crecimiento de células en placa
Se colocaron 10,000 células en cada pocillo de una placa de 96 pocillos (figura 38), que contenia
100 pL de medio DMEM, posteriormente se incubaron a 37 °C con 5 % de CO» durante 24 horas.

v
2 \f\f\/\f\/\/\f‘\f\f\f\?

Figura 38. Placa de 96 pocillos con DMEM. (Modificado de Labclinics, 2021).

11.15.1.2 Preparacion de medio de liberacion
En condiciones de esterilidad, se colocaron suturas de 1 cm de longitud, en tubos eppendorf de 2

mL, los cuales contenian 1.5 mL de medio DMEM. Las suturas fueron esterilizadas previamente,
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por medio de luz ultravioleta, durante 20 minutos. Los tubos fueron colocados en oscilacion a 250

rpm y con temperatura de 37 °C, durante 4 dias. Las suturas utilizadas se enlistan a continuacion:

1. Sutura blanco (1 sutura de 1 cm)
2. Sutura patron (1 sutura de 1 cm)

3. Sutura cargada (3 suturas de 1 cm, una en cada tubo)

11.15.1.3 Colocacion de muestra en cajas

Se retiré el medio DMEM de la caja de 96 pocillos obtenida al cabo de las 24 horas (11.15.1) y se
agregaron 50 pL del medio de liberacion obtenido a partir de cada una de las suturas indicadas en
el punto 11.15.1.2. Posteriormente se agregaron 50 uL de medio DMEM nuevo y se procedi6 a
incubar a 37 °C, con 5 % de CO> durante 24 horas.

11.15.1.4 Revelado por medio de MTT

Después de incubada, a la caja de 96 pocillos obtenida en el punto 11.15.1.3 se le agreg6 una mezcla
de reactivo MTT y medio DMEM en una proporcién 1:10. Posteriormente, se incub6 por 4 horas
més a 37 °C, con 5 % de CO>. Una vez cumplido el tiempo, se agregaron 100 pL de solucion
solubilizante para cristales de formazan y se incub6 toda una noche a 37 °C, con 5 % de COx.
Finalmente, la absorbancia fue leida en el lector de placas Multiskan FC Thermo Scientific (figura
39) a 450 nm.

Figura 39. Lector de placas Multiskan FC Thermo Scientific. (CTR Scientific).
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CAPITULO I1l. RESULTADOS Y DISCUSIONES

I11.1 Sintesis de mondmero de acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB)
Se obtuvo un polvo fino, color blanco, el cual tenia un olor caracteristico. Su rendimiento fue del
86.95 %. EIl producto fue almacenado en viales de vidrio limpios y secos, manteniéndose en

condiciones de baja humedad y a 25 °C de temperatura.

Rendimiento obtenido:

%R (Peso MAOB) 100
=|—J %
0 Peso tedrico
12.017
%R = (0—5‘9) * 100 = 86.95%
13.8212¢g

De manera tedrica, el mondémero obtenido se forma gracias a una reaccion de esterificacion, la
cual resulta de la union de &cido salicilico con anhidrido metacrilico, dando lugar a una estructura
quimica compuesta por un acido carboxilico en posicion orto y un grupo éster en la posicion ipso
del anillo aromaético. Esta reaccion se da en consecuencia de un ataque nucleofilico al carbonilo
del anhidrido metacrilico, por parte del oxigeno del hidroxilo presente en el &cido salicilico, por lo

tanto, se produce una sustitucién nucleofilica acilica.

I11.2 Caracterizacién de monémero de MAOB

111.2.1 Cromatografia de capa fina (CCF)

A partir de la cromatografia de capa fina realizada con la fase mdvil de hexano y acetato de etilo
(32:68), se logrd observar, por medio de luz ultravioleta, la presencia de acido salicilico, como se
observa en la figura 40. Del lado izquierdo se encuentra el estandar de referencia de acido

salicilico (A) y del lado derecho se encuentra la muestra de MAOB (B).
El frente de referencia obtenido fue el siguiente:
Rfa=2.6 cm /3.8 cm = 0.68

Rfs=2.1cm/3.8cm =0.55
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Ancho de placa: 2.5 cm
| |

Recorrido de la muestra: 2.1 cm

Recorrido del estandar: 2.6 cm

Largo de placa:5 cm
Frente de solvente:3.8 cm

Figura 40. Cromatografia de capa fina. (A, representa al estandar de referencia de &cido
salicilico; B, representa la muestra de MAOB). (Disefio propio).

Como podemos observar en la figura 40, no se presentan impurezas en nuestro estandar ni en
nuestra muestra. Por otro lado, el valor del frente de referencia de la muestra fue un valor cercano
a 0.50, por lo cual podemos deducir que nuestro eluyente (hexano:acetato de etilo (32:68)) fue
adecuado para la correcta separacion o desplazamiento de los compuestos en nuestra muestra.
Ademas, podemos observar que los recorridos y Rf’s obtenidos, son parecidos, esto nos indica que
efectivamente se encuentra presente el &cido salicilico en nuestra muestra problema (monémero
de MAOB). Las ligeras diferencias observadas, son debidas a que nuestras estructuras son

distintas.

111.2.2 Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR)
En el espectro infrarrojo del monémero encontrado en la figura 41, se lograron observar bandas
caracteristicas de la molécula, los enlaces se describen en la tabla 7.
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Figura 41. Espectro de infrarrojo del monémero de MAOB. (Disefio propio).

Con base en el espectro de infrarrojo obtenido, se puede observar que el mondémero sintetizado
presentd bandas caracteristicas pertenecientes a los grupos funcionales presentes en su estructura
quimica. Esto debido a que la molécula de MAOB cuenta con un anillo aromético, por lo que en
el espectro podemos observar un conjunto de bandas entre 1800 cm™ y 2200 cm, la flexion C-H
oop, la encontramos a 749.04 cm™ y la tension C-H a 2974.12 cmt; lo anterior debido a que el
anillo se encuentra sustituido en la posicion 1y 2, por lo tanto, corresponde a una orientacion orto.
La molécula, también cuenta con la presencia de una banda intensa correspondiente al acido
carboxilico a 1697.84 cm™, aparece una banda intensa, correspondiente al enlace carbonilo, y a
2664.14 cm™, se observa otra banda caracteristica que corresponde al enlace O-H del acido
carboxilico. Por otro lado, la molécula de MAOB se compone por un éster, observando asi una
banda bien definida a 1733.94 cm, correspondiente al enlace C=0. Finalmente, podemos destacar
un enlace caracteristico de un monémero: el enlace vinilico, el cual podemos ver relacionado con

la banda localizada a 1636.87 cm™.
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Tabla 7. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro infrarrojo de MAOB.

(Disefio propio).

Enlace NUmero de onda (cm™) | Grupo funcional Estructura
C=0 1697.84 Acido carboxilico
O-H 2664.14 Acido carboxilico

, ot N
Cc=0 1733.94 Ester T
Cc=C 1606.42 Vinilico /C\o
C-H 2974.12 o o
C-O 1294.26 y 1012.58 Ester H
C-H 794.04 Aromatico OH
H H
Bandas de Aromatico O-
o 1800-2200 o
combinacion sustituido H

111.2.3 Resonancia magnética nuclear (RMN-H?)

Se obtuvo el espectro de RMN-H?! (figura 42), en el cual podemos observar que existen 8 tipos de
protones en nuestra molécula, lo cual, al comparar con nuestra molécula, podemos relacionar con
los tipos de protones que estan presentes. El protdn a, a un desplazamiento de 2.15 ppm, se observa
un singulete que integra para 3 H, por lo cual pertenece a los hidrégenos del metilo; el proton b, a
5.85 ppm que integra para 1 H, correspondiente al hidrogeno vinilico que se encuentra en posicion
cis con respecto al metilo; El proton c, un singulete que integra para 1 H, corresponde a otro de los
hidrogenos vinilicos que se encuentra en posicion trans con respecto al metilo, a 6.46 ppm.; Entre
7.16 ppmy 8.11 ppm existe una sefial multiple en 4 paquetes que integra para 4 H y pertenecen al
anillo aromético (proton d, e, f, y g); finalmente, el proton h, a 9.34 ppm hay un singulete ancho

que integra para 1 H correspondiente al acido carboxilico.
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Figura 42. Espectro de RMN-H! del monémero de MAOB. (Disefio propio).

111.3 Caracterizacién de sal de MAOB

111.3.1 Espectrofotometria de Infrarrojo por Transformada de Fourier, con Reflectancia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

Se logro obtener un espectro de infrarrojo similar al obtenido anteriormente en el mondémero, solo
que ya no fue posible observar el enlace O-H que se encontraba en el &cido carboxilico (figura 43,
flecha naranja), pues al ser una sal de potasio, el hidrégeno que se perdi6 en esta molécula fue
sustituido por un i6n de K*, por lo cual no aparece la banda que si veiamos en el monémero a
1697.84 cm, ahora podemos observar una banda bien definida a 1592.97 cm™ que corresponde
al enlace COO" del grupo carboxilato (figura 43, flecha roja). La molécula y los enlaces quimicos
y su relacion con las bandas obtenidas en el espectro IR, se encuentran en la tabla 8. El resto de
los enlaces de los diferentes grupos funcionales, permanecieron iguales, por ejemplo, la banda
alrededor de 1700 cm™ corresponde al enlace C=0 del éster presente tanto en la molécula de
MAOB como en la sal de MAOB (figura 43, flechas verdes).
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Figura 43. Espectro IR comparativo de MAOB y su forma en sal. (Disefio propio).
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Tabla 8. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro infrarrojo de la sal de

MAOB. (Disefio propio).

CHg%

c

%C

o]

COO 1592.97 Carboxilato
C=0 1716.01 Ester
c=C 1634.89 Vinilico
C-H 3066.88 Aromatico
C-H 1377.26 Alifatico
Cc-0 1301.62 y 1029.75 Ester

C-H opp 794.04 Aromatico
Bandas de Aromético O-
combinacion 1600-2200 sustituido

/CH3
\o

OK*
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I11.4 Caracterizacion del polimero de MAOB

111.4.1 Espectrofotometria de Infrarrojo por Transformada de Fourier, con
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

El espectro infrarrojo del polimero de MAOB mostrd las bandas caracteristicas de dicha
molécula, pues se obtuvo a 1586.68 cm™ una banda intensa correspondiente al enlace COO
del grupo carboxilato; a 1725.76 cm™ se observa una banda que se relaciona con el enlace
carbonilo del éster presente, otras de las bandas relacionadas al éster, se encuentran a
1291.05 cm™ y 997.56 cm™, pues estas son bandas representativas del enlace C-O. En
cuanto al grupo alifatico, podemos observar que a 1390.40 se hace presente una banda

correspondiente al enlace C-H del grupo metilo (CHs).

Ademas, en el espectro IR podemos observar un conjunto de bandas entre 1800 cm™ y
2200 cm™, la flexion C-H oop, la encontramos a 742.72 cm™, dos bandas a 1550.85 cm™ y
1496.48 cm™ que corresponden a la tensién C=C, asi como también, la tension C-H a
3052.17 cm?, por lo que sabemos que el anillo tiene una orientacion orto. Al realizar la
reaccion de polimerizacion hay un cambio importante en la estructura polimérica con
diferencia a la del monémero, ya que el enlace vinilico (C=C) que se encuentra en el éster,
desaparece, por lo cual, en el espectrograma no veremos presente la banda caracteristica

de este enlace presente en la molécula de MAOB.
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Figura 44. Espectro de infrarrojo comparativo de la sal de MAOB vy el polimero de MAOB.

(Disefio propio).

Tabla 9. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro IR del polimero de MAOB.

(Disefio propio).

COO 1587.17 Carboxilato
C=0 1714.41 Ester
c-0 1291.05 y 997.56 Ester |
C-H 1390.40 Alifatico i n
C-H 3052.17 Aromatico O% T
C=C 1550.85 y 1496.48 Aromatico

C-H opp 742.72 Aromatico =

Bandas de Aromético O- NN

o 1800-2200 o
combinacion sustituido

(o}
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111.4.1 Obtencién de tamafio de particula por medio de DLS

Se logro obtener el tamafio de particula por medio de la técnica de dispersion de luz dinamica. Se
obtuvieron resultados satisfactorios, pues el tamafio de particula obtenido antes de la reaccién de
polimerizacion fue de 480 nm y el tamafio medido después de realizar la reaccion de
polimerizacion fue de 260 nm, esto nos garantiza el encontrarnos frente a un sistema nanométrico
aun después de polimerizar, ademas de que obtuvimos una sola distribucion del tamafio de

particula y un sistema estable.

40

304
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10 100 1000 10000
Tamano (d.nm)

Figura 45. Representacion grafica del tamafio de particula obtenido al polimerizar el monémero
de MAOB. (Disefio propio).

I11.5 Cargado-incorporacion de clorhexidina a nanoparticulas

I111.5.1 Obtencion de liofilizado de nanoparticulas poliméricas de MAOB cargadas con
clorhexidina

Se logro obtener un polvo fino, de baja densidad y color crema. El peso en promedio por reaccion
fue de 30 mg. El liofilizado obtenido fue resguardado en viales de vidrio limpios y secos protegidos
de humedad y temperatura hasta su utilizacion en los andlisis posteriores (caracterizacion de

liofilizado y cargado en suturas quirdrgicas).
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Figura 46. Liofilizado de nanoparticulas poliméricas de MAOB cargadas con clorhexidina.

(Disefio propio).

I11.6 Caracterizacion de nanoparticulas poliméricas cargadas con clorhexidina
111.6.1 Caracterizacion de liofilizado de nanoparticulas

111.6.2.1 Obtencidn de tamafio por dispersion de luz dinamica

La medicion realizada antes de la reaccion de polimerizacion dio como resultado un tamafio de
particula de 270 nm y un indice de polidispersién de 0.718 (figura 47, inciso a), ademas, existe
mas de una distribucion de tamafio de particula. Ya una vez realizada la reaccion de
polimerizacion, se logré obtener una sola distribucién del tamafio de particula, a comparacion con
lo mostrado en la solucién inicial, sin embargo, hubo un aumento de tamafio en las particulas ya
polimerizadas, pues se aumento6 a 788.2 nm (figura 47, inciso b), esto se atribuye a la cantidad de
entrecruzante agregado, pues este propicia que las nanoparticulas se aglomeren, dando como
resultado el aumento de su tamafio. En cuanto al indice de polidispersién, se pudo observar que
este bajé a 0.179, indicAndonos que las particulas obtenidas son estables después de ser
polimerizadas. El tamafio de particula obtenido después de liofilizar las nanoparticulas poliméricas
obtenidas y resuspendidas en etanol, fue de 787.8 nm (figura 47, inciso c), siendo un tamario casi
idéntico al obtenido en las nanoparticulas poliméricas sin liofilizar, esto nos indica que el tamafio
no varia considerablemente y se conserva su tamafio nanométrico. Aunque hubo un aumento del
indice de polidispersion a 0.242, este sigue siendo un valor aceptable al ser un valor menor a 0.5,
lo cual nos confirma que nuestras nanoparticulas siguen siendo estables. Con esto se puede
confirmar la correcta formacion de nanoparticulas poliméricas y su estabilidad después del proceso

de liofilizacion.
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Figura 47. Representacion grafica del tamafio de particula obtenido previo (a) y después (b) de
la reaccion de polimerizacion de particulas de MAOB cargadas con clorhexidina, asi como

después de liofilizadas (c). (Disefio propio).

111.6.2.2 Caracterizacién cualitativa por espectrofotometria infrarroja por reflectancia total
atenuada con médulo ATR

Se realizo un espectro infrarrojo al liofilizado de nanoparticulas poliméricas previamente cargadas
con clorhexidina para caracterizarlo de manera cualitativa y a su vez, poder conocer si
efectivamente la clorhexidina se encontraba presente en dichas nanoparticulas. Por lo tanto,
primeramente, se obtuvieron los espectros infrarrojos de la sal de MAOB vy el de clorhexidina
diacetato, posteriormente se obtuvo el del liofilizado. Como se puede observar en la figura 48, en

el espectro infrarrojo correspondiente a clorhexidina, se pueden identificar a 1610.88 cm™ una
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banda caracteristica perteneciente al enlace C=N de la imina, a 3323.79 cm™ una banda
correspondiente a la tension de N-H de la amina, a 1487.76 cm™ se observa una banda de
intensidad media perteneciente al enlace C=0 del grupo carbonilo del acetato presente en la
molécula. Finalmente, podemos correlacionar la tensién C-H a 3120.25 cm™ con el anillo
aromatico, la tension C=C a 1412.29 cm™ y 1501.42 cm™, la flexion C-H opp a 820.64 cm™ vy las
bandas de combinacion entre 1900-2000 cm™, que nos indican que el anillo aromatico se encuentra
p-sustituido (tabla 10).

Tabla 10. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro infrarrojo de clorhexidina

diacetato. (Disefio propio).

Enlace Estructura

Numero de onda (cm™) | Grupo funcional

C=N 1610.88 Imina

N-H 3323.79 Amina JT JT /@/C'
c=0 1487 76 Carboxilato HN

NN
(acetato) (:\ H H
C-H 3120.25 Aromatico i NOK
c=C 1501.42 y 1412.29 Aromatico T \©\
- Ati cl
BC I—C:opg 820.64 AAFOI‘I:\?’[ICO . 2CH,COOH
andas ce 1900-2000 romatico p-
combinacion sustituido

Al realizar el comparativo entre el espectro infrarrojo de clorhexidina diacetato, la sal de MAOB
y el liofilizado de nanoparticulas (figura 48), nos podemos dar cuenta que las bandas de este Gltimo
no se encuentran bien definidas lo cual dificulta su identificacion y correlacién, pues solo se
pudieron detectar algunas bandas que se pueden relacionar a las presentes en la sal de MAOB,
pero no hay bandas que se puedan atribuir a clorhexidina diacetato. Por ejemplo, podemos
encontrar que tanto en la sal de MAOB como en el liofilizado se encuentra una banda alrededor
de 1680 cm™ que pertenece al enlace C=0 del grupo carbonilo presente en el éster de la molécula,
también se observa una banda alrededor de 1500 cm™ que pertenece al enlace COO" del grupo
carboxilato (tabla 11). Sin embargo, en el liofilizado tampoco se logran observar bandas
caracteristicas que nos puedan confirmar la presencia de un anillo o-sustituido, esto sumado a la

dificultad de encontrar bandas caracteristicas de clorhexidina diacetato en nuestro espectro
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infrarrojo del liofilizado de nanoparticulas, nos lleva a concluir que esta técnica no es la adecuada

para la correcta caracterizacion e identificacion de los grupos funcionales de interés. Seria

necesario analizar dicha muestra con técnicas mas especificas como la técnica de cromatografia

de liquidos de alta resolucién (CLAR), como se hizo en el punto 111.10.
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Figura 48. Espectro IR comparativo entre el liofilizado de nanoparticulas poliméricas cargadas

con clorhexidina, sal de MAOB y clorhexidina diacetato. (Disefio propio).
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Tabla 11. Enlaces de los grupos funcionales obtenidos en el espectro infrarrojo del liofilizado de

nanoparticulas cargadas de clorhexidina. (Disefio propio).

Enlace | Namero de onda (cm?) | Grupo funcional Estructura

Coo" 1574.27 Carboxilato ( l) ( I ;
c=0 1682.20 Ester =

C-O 1386.74 y 946.21 Ester (j/k g

C-H 1390.40 Alifatico O -
c=C 1486.19 y 1455.97 Aromatico :é T

l
C-H opp 850.94 Aromatico —J\
~

111.6.2.3 Caracterizacion cualitativa por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Se resuspendieron las nanoparticulas liofilizadas en etanol y posteriormente se analizaron por
medio del cromatografo de liquidos de alta resolucion. Primeramente, se analiz6 un estandar dual
de &cido salicilico y clorhexidina, logrando observar sefiales analiticas correspondientes a dichos
farmacos, pues como muestra la figura 49, en el cromatograma estan presentes dos picos, el
primero a un tiempo de retencion de 2.18 min y el segundo a 6.0 min, correspondientes a &cido
salicilico y clorhexidina, respectivamente. Podemos ver también, que la altura de cada pico es
proporcional a su concentracion y ademas, podemos ver que son picos simétricos y con poco coleo,
mostrandonos que el metodo analitico y las condiciones cromatograficas fueron adecuadas para el

analisis de estos farmacos.
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Figura 49. Cromatograma del estandar dual con &cido salicilico (pico 1) y clorhexidina

diacetato (pico 2). (Disefio propio).

El cromatograma de la muestra que contenia las nanoparticulas, mostrd, al igual que el estandar,
dos sefiales analiticas a tiempos similares. En el cromatograma (figura 50), podemos observar una
sefial analitica a los 2.19 min y otra de menor altura a los 5.97 min, las cuales corresponden a acido
salicilico y clorhexidina diacetato, respectivamente. Las pequefias diferencias en los tiempos de
retencion, son atribuidos a que tanto el estdndar como la muestra, son preparados de manera
diferente y a que el estdndar dual tiene un grado de pureza mayor al del liofilizado de

nanoparticulas.

Las sefiales analiticas obtenidas en el cromatograma del liofilizado de nanoparticulas, al ser
comparadas con las mostradas en el cromatograma del estandar dual, nos indican que tenemos
ambos farmacos en nuestra muestra problema y que, por lo tanto, clorhexidina diacetato y acido
salicilico se encuentran cargados en las nanoparticulas poliméricas sintetizadas. Confirmando que

este sistema polimérico y nanométrico es capaz de ser cargado con farmacos como clorhexidina.
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Figura 50. Cromatograma de la solucién con liofilizado de nanoparticulas poliméricas de

MAOB cargadas con clorhexidina. (Disefio propio).

I11.7 Incorporacion de nanoparticulas cargadas en suturas

I11.5.1 Obtencién de suturas impregnadas con nanoparticulas poliméricas de MAOB
cargadas con clorhexidina

Se lograron obtener la incorporacion de nanoparticulas cargadas en las suturas quirargicas de 15
cm, 3cmy 1 cm de longitud como se muestra en la figura 51. Las suturas obtenidas se guardaron

en viales limpios y protegidos de la luz y humedad, hasta sus anlisis posteriores.

Figura 51. Suturas cargadas con nanoparticulas poliméricas de 15 cm, 3 cm y 1 cm de longitud,

respectivamente. (Disefio propio).
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I11.8 Caracterizacion de la incorporacion de nanoparticulas cargadas en suturas
quirargicas

111.8.1 Andlisis por espectrofotometria de Infrarrojo por Transformada de Fourier, con
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

Se obtuvieron los espectros infrarrojos de la sutura blanco y sutura cargada, para conocer si habia
incorporacion de las nanoparticulas cargadas a las suturas. En la figura 52, se muestran espectros
comparativos entre ambas suturas y, asi mismo, entre el liofilizado de nanoparticulas. Se puede
observar que las bandas presentes en la sutura blanco y en la sutura cargada son practicamente
iguales y que, ademas, no es posible identificar de manera adecuada las bandas caracteristicas
presentes en el liofilizado de nanoparticulas. Es por ello que se descartd la técnica de infrarrojo
para la caracterizacion de farmacos cargados en las suturas y se eligié una técnica adecuada y mas

especifica para ello, la cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Sutura blanco

Sutura cargada

Transmitancia (u.a.)
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Figura 52. Espectro comparativo entre una sutura blanco, sutura cargada y el liofilizado de

nanoparticulas poliméricas cargadas. (Disefio propio).
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111.9 Analisis y caracterizacion del medio de liberacion para estudios de hidrolisis —
liberacion y estudio de la cinética de liberacion de farmacos, por CLAR

111.9.1 Estudios de hidrolisis-liberacion

Se analizaron en un equipo CLAR, las muestras obtenidas a partir de los estudios de hidrdlisis-
liberacion de nanoparticulas a partir de las suturas. Se obtuvieron los cromatogramas
correspondientes tanto para la solucion muestra y un estandar para corroborar la liberacion de
farmacos al medio de liberacion. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 232 nm,
debido a que en esta se mostr6 una mayor absorcion de parte de ambos farmacos, sobre todo en el
caso de clorhexidina, pues, aunque se reporta que las longitudes de onda donde presenta una
maxima absorcion, son a 260 nm y 280 nm, en ellas no se logré detectar de manera adecuada su

sefial analitica. Esto también podria estar relacionado al grado de sensibilidad del equipo.

Al comparar los cromatogramas de la solucién estandar (figura 53) y la muestra del medio de
liberacion (figura 54), podemos observar que en ambos aparecen dos sefiales analiticas a tiempos

de retencion similares.
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Figura 53. Cromatograma del estandar dual de &cido salicilico y clorhexidina diacetato. (Disefio
propio).
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En la solucion estandar, aparece acido salicilico a los 2.180 min y clorhexidina a los 6.00 min. En
la solucion muestra aparece acido salicilico a los 2.157 min y clorhexidina a los 5.983 min (figura
55). Por lo tanto, podemos confirmar que ambos farmacos estan siendo cargados y liberados al
medio de disolucion a pH 7.4, a partir de las suturas impregnadas con nanoparticulas poliméricas
cargadas. Esto nos podria indicar que las suturas seran capaces de liberar farmaco a un pH

normalmente encontrado en heridas, pues se sabe que el pH va de 7.1-8.9.

. Sl Ubarackin por oipicads =5 [manipulased] Rdora
mal

Figura 54. Cromatograma de la muestra del medio de liberacion con los farmacos acido

salicilico y clorhexidina diacetato. (Disefio propio).

82



- Acido salicilico - 2.157

11 mAaU ‘ A

] |
504

| I
00- A i

i min
—23 = T T T T T T T T T T T T

037 200 4 00 600 7.08

Figura 55. Acercamiento del cromatograma de la muestra del medio de liberacion con los

farmacos acido salicilico y clorhexidina diacetato. (Disefio propio).

Las concentraciones del farmaco liberado al medio (tabla 12), fueron obtenidas al integrar los

picos y obtener sus areas, en conjunto con las rectas de calibracion correspondientes para cada

farmaco (anexos 2 y 3), obteniendo las ecuaciones de la recta y realizando los calculos adecuados.

En la tabla 12, se observan las concentraciones de farmaco liberado para cada una de las suturas,

dando como promedio 101.34 pg/mL de &cido salicilico y 2.83 pg/mL de clorhexidina diacetato.

Tabla 12. Concentracidon de &cido salicilico y clorhexidina en el medio de liberacion. (Disefio

propio).
Concentracion de acido Concentracion de
Sutra salicilico (ug /mL) clorhexidina (ug/mL)

1 104.82 2.82

2 111.57 2.99

3 87.62 2.69
Promedio 101.34 2.83
Desviacion estandar 12.35 0.15
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111.9.2 Cinética de liberacion

Para conocer el tipo de liberacion de farmaco, se realizaron cinéticas de liberacion para ambos
farmacos a distintos tiempos de muestreo. Como podemos observar, en la figura 56, a manera
grafico, el comportamiento de &cido salicilico y clorhexidina, se asemeja a una liberacion
sostenida, pues el farmaco se libera de manera constante a lo largo del tiempo, sin causar gran
fluctuacion en las concentraciones de farmaco liberado. Este tipo de liberacion permite que el
farmaco sea liberado de manera constante, asegurando la eficacia, comodidad y seguridad del
tratamiento. Por otro lado, podemos observar que la cantidad liberada méxima de &cido salicilico
es de 135 pg/mL y de clorhexidina es de 7.5 pg/mL, esto al cabo de 96 h. Para conocer la cinética

de liberacion de una manera mas completa, seria necesario realizar muestreos por mayor tiempo.
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Figura 56. Cinética de liberacion de farmacos. (Disefio propio).

111.10 Evaluacion de fuerza tensil y elasticidad de suturas cargadas
Se evalud la fuerza necesaria para romper una sutura y su elasticidad, tanto en una sutura blanco
(Vicryl poliglactina 910), como en suturas impregnadas con nanoparticulas poliméricas cargadas.

Esto para conocer si sus propiedades mecanicas fueron modificadas después de realizar el

procedimiento de cargado en suturas.
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En la figura 57, podemos observar a manera de gréafico, la distancia o estiramiento que sufre
conforme se va ejerciendo una fuerza sobre las suturas, por lo cual podemos deducir que para la
sutura cargada se requieren 91 N de fuerza para romperla y que es estirada hasta los 28 mm, antes
de romperse. En la sutura blanco se puede observar que la fuerza necesaria para romperla es de 89
N y que se estira hasta 36 mm antes de romperse. Por lo tanto, el triplicado de suturas cargadas,
en promedio requiere una mayor fuerza para romperse que la sutura blanco, sin embargo, los
valores no estan muy alejados uno del otro, por lo cual podemos decir que esta propiedad mecénica
se conserva después de impregnar una sutura con nanoparticulas poliméricas cargadas. La fuerza
tensil es necesaria para conocer cuanta fuerza puede soportar una sutura antes de romperse, ya que
es necesario que las suturas sean capaces de soportar las fuerzas que se ejercen en el proceso de

cicatrizacion.
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Figura 57. Grafico de fuerza tensil ejercida para la ruptura de sutura blanco y sutura cargada.

(Disefio propio).

Asimismo, se calculo la elasticidad de la sutura cargada y sutura blanco, para conocer si esta
propiedad mecanica se habia conservado también, ya que esta propiedad es muy importante a la
hora de realizar la suturacion de heridas y ademas permite que la sutura se encoja durante la
contraccién de la herida. Para conocer este parametro, se utilizo la formula para obtener el médulo

de Young el cual se rige segun la siguiente férmula:
E=o0/¢
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El valor obtenido para la sutura blanco fue de 0.253 N/mm? y para la sutura cargada fue de 0.407
N/mm?. Al comparar dichos valores, podemos observar que el médulo de Young para la sutura
cargada es mas grande que el médulo de Young de la sutura blanco, esto significa que la elasticidad
es menor en la sutura ya cargada que en la sutura blanco y que, por lo tanto, esta propiedad
mecanica si se modifica en la sutura después de ser impregnada con nanoparticulas poliméricas

cargadas.

111.11 Evaluacion antimicrobiana a partir de suturas cargadas
Se midieron los halos de inhibicion para cada una de las suturas en cajas Petri inoculadas con las
bacterias E. coli, E. faecalis, S. aureus y SARM. A continuacién, se muestran los resultados

obtenidos para cada una de ellas.

111.11.1 Evaluacion con Escherichia coli

En la figura 58, se muestra como la sutura blanco no present6 inhibicion de bacterias desde el
primer dia de monitoreo. Sin embargo, se puede observar que la sutura patron si presenta inhibicion
de bacterias desde el primer dia, sin embargo, en el dia cinco, podemos ver como comienza a haber

colonizacién del halo y eso nos indica que E. coli se va haciendo tolerante al pasar el tiempo.

Figura 58. Halo de inhibicion de la sutura blanco y sutura patrén, a los dias 1y 5 en E. coli.
(Disefio propio).
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Por otro lado, las suturas que contienen nanoparticulas poliméricas cargadas con farmacos,
muestran inhibicién de E. coli desde el primer dia y, ademas, siguen inhibiendo hasta el dia 5 sin

presentar tolerancia por parte de la bacteria (figura 59).

Figura 59. Halo de inhibicion de las suturas cargadas, a los dias 1, 3y 5, en E. coli. (Disefio

propio).

La tabla 13, muestra los diametros obtenidos respecto a los dias y el tipo de sutura. El diametro
promedio del halo de inhibicion para el cuadruplicado de la sutura cargada, fue de 12 mm, siendo
inferior al diametro de la sutura patrén, sin embargo, como se menciond anteriormente, las suturas
cargadas muestran inhibicién constante a lo largo de los 5 dias sin presencia de tolerancia por parte

de E. coli.
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Tabla 13. Diametro de los halos de inhibicion de suturas en cultivo con Escherichia coli.

(Disefio propio).
| Sutura [ Dial | Dia5 |

Blanco 0 0
Referencia 17 15
Cargada 1 12 12
Cargada 2 12 12
Cargada 3 12 12
Cargada 4 12 12
Poli(MAOB) 0 0
Clorhexidina 12 12

En cuanto a las suturas que solo contenian nanoparticulas de poli(MAOB), pudimos ver que no se
presento inhibicion alguna desde el primer dia. En cambio, la sutura con clorhexidina diacetato,
presentd un halo de inhibicion de 12 mm desde el dia uno y se mantuvo hasta el dia cinco. En la
figura 60, se muestra del lado izquierdo la sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y del lado

derecho la sutura con clorhexidina.

Figura 60. Halo de inhibicion de sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y sutura con
clorhexidina diacetato, en E. coli, dias 1 y 5. (Disefio propio).
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111.11.2 Evaluacion con Enterococcus faecalis

En lafigura 61, se muestra que la sutura blanco no presenta inhibicion de bacterias desde el primer
dia de monitoreo. Sin embargo, se puede observar que la sutura patron presenta inhibicion de
bacterias desde el primer dia, aunque, al igual que con E. coli, en el dia cinco, podemos ver como
las bacterias colonizan el halo y, por lo tanto, existe tolerancia de parte de E. faecalis al triclosan

presente en la sutura patrén.

Figura 61. Halo de inhibicion de la sutura blanco y sutura patrdn, a los dias 1 y 5 en E. faecalis.

(Disefio propio).

Sin embargo, las suturas cargadas presentan un halo de inhibicion bien definido desde el dia uno,
hasta el dia cinco, sin observarse tolerancia por parte de la bacteria (figura 62). Esto no indica que
la sutura cargada lograré inhibir a E. faecalis por varios dias sin que haya presencia de bacterias a

diferencia de una sutura comercial con triclosan.
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Figura 62. Halo de inhibicion de las suturas cargadas, a los dias 1, 3y 5, en E. faecalis. (Disefio
propio).

En la tabla 14, se presentan los didmetros medidos en los halos de inhibicién para las diferentes

suturas. En promedio, las suturas cargadas presentan un diametro de inhibicién de 10.25 mm,

diametro que es menor al de la sutura patron, pero que es suficiente para que la sutura no sea

colonizada y, por lo tanto, se esperaria que una herida no sea infectada por dicha bacteria.

Tabla 14. Didmetro de los halos de inhibicion de suturas en cultivo con Enterococcus faecalis.

(Disefio propio).

Blanco 0 0
Referencia 13 8
Cargada 1 12 12
Cargada 2 12 12
Cargada 3 10 10
Cargada 4 7 7

Poli(MAOB) 0 0
Clorhexidina 3 3
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La sutura con nanoparticulas de poli(MAOB), no mostré inhibicion en E. faecalis, desde el primer
dia de estudio. Sin embargo, la sutura con clorhexidina, mostro un pequefio halo de inhibicién de
3 mm que se mantuvo hasta el dia 5. Este comparativo se puede observar en la figura 63, del lado
derecho se encuentra la sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y del lado izquierdo se

encuentra la sutura con clorhexidina diacetato.

| Dial | Dia5s

Figura 63. Halo de inhibicion de sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y sutura con

clorhexidina diacetato, en E. faecalis, dias 1y 5. (Disefio propio).

111.11.3 Evaluacién con Staphylococcus aureus

En la figura 64, se muestra una sutura blanco, la cual no present6 inhibicién de bacterias desde el
primer dia de monitoreo. Por otro lado, se puede observar que la sutura patrén presenta un halo de
inhibicion de 29 mm desde el primer dia, aunque, en el dia cinco, podemos ver como las bacterias
colonizan el halo y el didmetro disminuye a 27 mm, por lo cual, podemos confirmar que existe

tolerancia de parte de S. aureus al triclosan presente en la sutura patron, a traves del tiempo.
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Figura 64. Halo de inhibicion de la sutura blanco y sutura patron, a los dias 1y 5 en S. aureus.

(Disefio propio).

En cuanto a las suturas cargadas con nanoparticulas de clorhexidina, podemos ver en la figura 65,
como a partir del dia uno y hasta el dia cinco se presenta inhibicion sin crear tolerancia, ya que
con cada una de las suturas cargadas se observa un halo definido desde el primer dia y hasta el

final del estudio.

Figura 65. Halo de inhibicion de las suturas cargadas, a los dias 1, 3y 5, en S. aureus. (Disefio
propio).
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En la tabla 15, se presentan los diametros medidos en los halos de inhibicion para las diferentes
suturas. En promedio, las suturas cargadas presentan un diametro de inhibicion de 12.75 mm
durante 5 dias, diametro que es menor al de la sutura patron, pero que se mantiene y que es
suficiente para que la sutura no sea colonizada, logrando asegurar la inhibicion de S. aureus

durante varios dias.

Tabla 15. Diametro de los halos de inhibicion de las suturas en cultivo con S. aureus. (Disefio

propio).

Sutura Dial Dia5
Blanco 0 0
Referencia 29 27
Cargada 1 12 12
Cargada 2 13 13
Cargada 3 12 12
Cargada 4 14 14
Poli(MAOB) 4 0
Clorhexidina 18 18

Al analizar la sutura con nanoparticulas de poli(MAOB), se pudo observar un pequefio halo de
inhibicion en S. aureus, solo en el primer dia de estudio, sin embargo este fue colonizado
completamente al cabo de los 5 dias. Por otro lado, la sutura con clorhexidina, mostr6 un halo de
inhibicion de 18 mm que se mantuvo hasta el dia 5. Este comparativo se puede observar en la
figura 66, del lado derecho se encuentra la sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y del lado

izquierdo se encuentra la sutura con clorhexidina diacetato.
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Figura 66. Halo de inhibicion de sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y sutura con

clorhexidina diacetato, en S. aureus, dias 1 y 5. (Disefio propio).

111.11.4 Evaluacion con Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina

Se realiz6 una prueba de inhibicion bacteriana con una bacteria resistente, como lo es el SARM,
esto para conocer si las suturas cargadas eran capaces de inhibirlo. Los resultados fueron
satisfactorios, ya que se pudo observar un halo de inhibicién intacto durante los cinco dias de
estudio (figura 67).

Como se puede observar en la figura 67, del lado izquierdo de la caja Petri, se encuentra la sutura
blanco completamente colonizada por SARM y del lado derecho se encuentra la sutura patron con
un halo de inhibicion de 34 mm de longitud desde el primer dia. Sin embargo, para el dia cinco,
se observa crecimiento de pequefias colonias dentro del halo de inhibicion para la sutura patron,
lo cual nos indica que SARM se ha vuelto tolerante al triclosan presente en la sutura.
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Figura 67. Halo de inhibicion de la sutura blanco y sutura patron, a los dias 1y 5 en SARM.

(Disefio propio).

Por otro lado, las tres de las cuatro suturas cargadas mostraron inhibicion, la cuarta sutura se
contamind y fue descartada para este estudio. Como se puede observar en la figura 68, las suturas
cargadas muestran inhibicion desde el primer dia, hasta el dia cinco sin presentar tolerancia por
parte de SARM, pues el halo de inhibicién se mantuvo intacto durante todo el analisis.

Figura 68. Halo de inhibicion de las suturas cargadas, a los dias 1, 3y 5, en
SARM. (Disefio propio).
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En la tabla 16, se muestran los diametros de cada uno de los halos de inhibicion de las suturas
sometidas a estudio con SARM. La sutura patrén es la que presenta mayor inhibicion desde el
primer dia, pero como se menciono anteriormente, se comenz0 a observar crecimiento de colonias
dentro del halo a través de los dias, generando disminucién del halo de inhibicién e indicAndonos
que la bacteria se ha vuelto tolerante a triclosan. Por su parte, las suturas cargadas, mostraron en
promedio halos de inhibicién de 15.33 mm, siendo 17 mm el valor maximo y 12 mm el valor
minimo. Estos valores se mantuvieron desde el dia uno hasta el dia cinco, lo cual nos indica que,
a diferencia de la sutura patron, las suturas cargadas son capaces de inhibir SARM sin crear

tolerancia, durante varios dias.

Tabla 16. Diametro de los halos de inhibicion de suturas en cultivo con SARM. (Disefio propio).

Sutura Dia 1 Dia5
Blanco
Referencia 34 33
Cargada 1 17 17
Cargada 2 17 17
Cargada 3 12 12
Cargada 4 NA NA
Poli(MAOB) 0 0
Clorhexidina 7 6

Finalmente, al analizar la sutura con nanoparticulas de poli(MAOB), esta no mostro inhibicién en
SARM, desde el primer dia de estudio. En cuanto a la sutura con clorhexidina, esta mostré un
pequefio halo de inhibicién de 7 mm que disminuyé a 6 mm, al cabo de los 5 dias. EI comparativo
entre ambas suturas, se puede observar en la figura 69, del lado derecho se encuentra la sutura con
nanoparticulas de poli(MAOB) y del lado izquierdo se encuentra la sutura con clorhexidina

diacetato.
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Figura 69. Halo de inhibicion de sutura con nanoparticulas de poli(MAOB) y sutura con
clorhexidina diacetato, en SARM, dias 1y 5. (Disefio propio).

111.11.5 Comparativo entre suturas

Dados los resultados obtenidos a lo largo de los 5 dias para cada una de las suturas probadas en las
distintas bacterias, se realizaron dos graficos, mostrados en la figura 70 y 71. Como se puede
observar, la sutura patron fue la que present6 los halos de inhibicion con mayor diametro, a
diferencia del resto de las suturas. Sin embargo, como se menciond anteriormente, las 4 bacterias
analizadas fueron creando tolerancia a dichas suturas conforme pasaban los dias. Esto podria ser
contraproducente al colocarlas en una herida, pues esta podria ser colonizada e infectada

rapidamente.
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Figura 70. Grafico comparativo de halos de inhibicion entre las suturas estudiadas, al dia 1.

(Disefio propio).

Por su parte, la sutura cargada solo con nanoparticulas de poli(MAOB), solo mostré inhibicion en
S. aureus y esto fue solo por el primer dia, pues poco a poco se colonizé la sutura, hasta quedar
completamente cubierta de bacteria a los cinco dias. En cuanto a la sutura cargada solo con
clorhexidina, se logr6 observar que inhibi6 en cada una de las bacterias, desde el primer dia. Lo
cual nos indica que el poder antimicrobiano proviene del farmaco clorhexidina, en mayor medida
y que el poli(MAOB) no presenta esta propiedad, por lo menos no en este sistema, pues se ha
reportado con anterioridad que este cuenta con propiedades antimicrobianas gracias al acido

salicilico que se libera a partir de este profarmaco polimérico.
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Figura 71. Gréfico comparativo de halos de inhibicion entre las suturas estudiadas, al dia 5.

(Disefio propio).

Finalmente, podemos constatar que las suturas con nanoparticulas poliméricas de MAOB que
contienen clorhexidina, son capaces de inhibir las cuatro bacterias analizadas, incluso SARM,
(siendo este un microorganismo resistente) durante cinco dias, sin crear tolerancia por parte de
estas. Por lo tanto, al demostrar que nuestras suturas presentan inhibicion bacteriana, podemos

considerarla como una propuesta novedosa e interesante en el tratamiento profilactico de heridas.

11.12 Evaluacion de viabilidad celular
Se evaluo la viabilidad de las lineas celulares de fibroblastos de ratén BALB-3t3, células de HeLa
y células de cancer de piel (melanoma), al ser estar en contacto con suturas cargadas. Esto para

conocer si las suturas propuestas causaban toxicidad en dichas lineas.

Se utilizd el reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), el cual
consiste en un cambio colorimétrico de amarillo a azul cuando existe viabilidad celular, pues nos
indica si hay presencia de la enzima succinato deshidrogenasa, enzima presente en la mitocondria
de las células. Cuando el reactivo MTT es reducido de manera metabdlica por la accion de dicha

enzima, el color amarillo cambiaré a color azul (formazan).

En la figura 72, se muestra una caja de 96 pocillos que contiene las distintas células expuestas a

las diferentes suturas estudiadas, las cuales ya fueron reveladas con MTT. Podemos observar
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pocillos amarillos, indicando presencia de células muertas, y podemos observar pocillos morados,

indicando células vivas.

-

Figura 72. Placa de 96 pocillos con cultivo de células y elucion de suturas. (Disefio propio).

Se obtuvo la absorbancia de cada uno de los pocillos de la placa, para posteriormente graficar los
porcentajes de viabilidad celular y compararlos. En la figura 73, se muestra el grafico obtenido y
podemos observar que la sutura blanco presenta un mayor porcentaje de viabilidad en células de
HeLa con un 96 %, seguido del 91 % en fibroblastos y 89 % en melanoma. En cuanto a la sutura
comercial (patrén), ocurrié algo similar, pues hubo mayor porcentaje de viabilidad celular para las
células de HelLa con un 97 %, seguido del 90 % para fibroblastos y 85 % para melanoma.
Finalmente, podemos observar que las suturas cargadas muestran el mayor porcentaje de viabilidad
celular para las tres lineas celulares, pues tiene el 99 % de viabilidad celular para células de HelLa,

96 % para fibroblastos y 90 % para células de melanoma.
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Figura 73. Grafico comparativo del porcentaje de viabilidad celular. (Disefio propio).

Los resultados obtenidos, muestran que las suturas cargadas tienen un buen porcentaje de
viabilidad celular, es decir, no son tdxicas para las células. Ademas, al comparar la sutura cargada
con la sutura blanco, podemos ver que incluso es mayor el porcentaje de viabilidad celular en la
sutura cargada propuesta, indicandonos que podria mejorarse el crecimiento de células al
utilizarlas. Por ejemplo, en el caso de los fibroblastos, estas células componen el tejido conectivo
que se encuentra en la piel y son capaces de secretar colageno. Si se induce a la prevalencia de
estas células, se podria generar un impacto positivo en la piel, sobre todo cuando se estd en
presencia de heridas, por lo tanto, las suturas propuestas podrian mejorar el proceso de curacion y

cierre de heridas.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

Como conclusiones a este proyecto, se logro obtener un sistema nanométrico y polimérico capaz
de acarrear un farmaco antimicrobiano, como lo es clorhexidina. Este sistema al someterse a

estimulos (pH y temperatura), libera el farmaco al medio circundante y produce el efecto deseado.

Se realizé la caracterizacion de los componentes de este sistema, empezando por el monémero de
MAOB, su forma en sal y al ser polimerizado. También se caracterizd el sistema cuando el
antimicrobiano fue cargado. Todo esto para asegurar la correcta sintesis y obtencion de los
productos esperados. Dichos estudios se realizaron por medio de técnicas analiticas como
espectrofotometria infrarroja, cromatografia de liquidos de alta resolucion y resonancia magnética

nuclear.

Se logro corroborar por medio de estudios de hidrolisis-liberacion, la liberacion tanto de acido
salicilico, como de clorhexidina, a partir del sistema incorporado a suturas quirdrgicas, esto con la
ayuda de CLAR, pues se identificaron ambos farmacos en los cromatogramas obtenidos. Ademas,
se pudo obtener un estimado de la cantidad liberada de cada uno de los fa&rmacos, siendo cantidades

muy pequerias, pero que en estudios bioldgicos in vitro demostraron una accion eficaz.

La sutura quirargica que se encontraba recubierta con el sistema propuesto, fue sometida a estudios
de fuerza tensil, obteniendo que la sutura disefiada requiere una fuerza de 91 N para romperse,
siendo esta fuerza similar a la requerida en una sutura sin recubrir (89 N), lo cual nos indica que
esta propiedad no se ve modificada en gran manera al recubrir la sutura. También, a partir de este
estudio, se determind el médulo de Young, arrojdndonos que la sutura disefiada redujo su
elasticidad casi a la mitad, por lo cual podemos decir que esta si se ve modificada después de ser
recubiertay seria necesario hacer pruebas para saber si esto es una limitante al momento de realizar

la suturacion de una herida.

Se confirmd, por medio de pruebas antimicrobianas, que el sistema al ser colocado en un
dispositivo médico, como lo es una sutura quirtrgica, se le pueden conferir propiedades
antimicrobianas Utiles en el tratamiento de infecciones de sitio quirtrgico. Pues obtuvimos que en
E. coli, S. aureus, E. faecalis y SARM, la sutura es capaz de inhibir sin generar tolerancia a lo
largo de cinco dias, siendo clorhexidina la mayor responsable de que esto suceda, aunque se

propone que lo resultados obtenidos se deben al sistema disefiado, pues se sabe que los sistemas
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nanomeétricos y poliméricos tienen un papel fundamental al momento de inhibir bacterias, pues
gracias a sus caracteristicas pueden evitar los mecanismos de resistencia y causar la muerte segura
de estos microorganismos. Esta podria ser una propuesta importante, pues actualmente se atraviesa
por momentos dificiles en cuanto a resistencia bacteriana hablamos, pues cada vez es mas

complicado tratar infecciones con los antibioticos convencionales.

Finalmente, se logr6 demostrar que las suturas recubiertas con el sistema propuesto, no son
citotoxicas para las células de HeL a, fibroblastos de raton BALB 3T3, ni para células de melanoma.
Esto nos indica, de manera preliminar, que las suturas no causan la muerte celular y que
posiblemente puedan ayudar en la regeneracion de tejido. Para conocer mas a fondo la seguridad
de dichas suturas, se requieren estudios in vivo que puedan confirmar o complementar los

resultados obtenidos en las pruebas in vitro.

Todos los resultados obtenidos en este proyecto, nos ayudaron a constatar que se puede disefiar un
sistema polimérico y nanométrico acarreador de farmaco a partir del monémero de MAOB, dicho
sistema se puede implementar en hilos de sutura para el posible tratamiento profilactico de
infeccion en heridas. Esta propuesta puede ser una alternativa novedosa ante aquellas suturas
comerciales disefiadas con triclosan capaces de causar tolerancia, debido a su uso indiscriminado

actualmente.
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CAPITULO V. ANEXOS
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Anexo 1. Polimerizacion vinilica via radicales libres.

II—Q0Q—I

I—O0O——>I

Anexo 2. Recta de calibracion para la cuantificacion de clorhexidina por CLAR a 232 nm.

(Disefio propio).
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Anexo 3. Recta de calibracion para la cuantificacion de acido salicilico por CLAR a 232 nm.

(Disefio propio).
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