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RESUMEN

En el presente trabajo se propone el desarrollo de un hidrogel a base de
alginato de sodio con capacidad bacteriostatica e higroscépica. Tras un
encuadre teorico, se describe, en primera instancia, el proceso de preparacion
general del hidrogel base y la seleccion de un acotado nimero de formulaciones
a ensayar mediante el analisis de propiedades organolépticas y ensayos de
difusion. Una vez determinada la formulacion base, se realizd una
caracterizacion mediante microscopia confocal con el fin de determinar la
estructura microscopica del gel.

Para evaluar la capacidad bacteriostatica se llevd a cabo un ensayo de
concentracion inhibitoria minima, empleando cepas de Escherichia coli de
referencia. Una vez optimizada la concentracion del agente bacteriostatico, se
analizo la capacidad del hidrogel de absorber agua del medio mediante un
ensayo de deshidratacion con carbonato de magnesio. Tras obtener la
composicion final, se evalu6 el desempefio reoldgico del hidrogel, debido a que,
y dada su naturaleza funcional, el mismo sera sometido a esfuerzos y
deformaciones.

Por altimo, una vez obtenido el producto final se evalué su biocompatibilidad
segun Norma ISO 10993, comprobando su potencial citotéxico e indice de
irritacion primaria.



ABSTRACT

In the present work we proposed the production of a sodium alginate based-
hydrogel with bacteriostatic and hygroscopic properties. After a theoretical
introduction, we described the general process for the base-hydrogel
manufacturing and the selection of a delimitated number of formulations through
organoleptic and diffusion properties. Then, a characterization by confocal
microscopy was performed to determinate the microstructure of the gel. To
evaluate the bacteriostatic capacity of an antimicrobial supplemented hydrogel,
a minimal inhibitory concentration test was carried out employing a standard
Escherichia coli strain. After the optimization of the bacteriostatic agent
concentration, supplement the formula with magnesium carbonate and a water
absorption capacity was performed. After obtaining a final composition, we test
the rheological performance of the product, since due to its functional nature it
would be subjected to efforts and changes. Finally, we checked its
biocompatibility (cytotoxicity and primary irritation index) according to the 10993
ISO Standard.
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INTRODUCCION

Se define como pie diabético a toda infeccion, Ulcera o destruccidn tisular del
pie asociada a neuropatia y/o enfermedad vascular periférica de miembros
inferiores en personas con diabetes (IWGDF, 2015). Segun la Sociedad
Argentina de Diabetes, mas del 5% de los diabéticos han presentado Ulceras en
los pies. Recientemente, se estima que la incidencia de Ulceras de pie en
personas con diabetes es cercana al 25%. De hecho, cada afio
aproximadamente 4 millones de personas con diabetes desarrollan una ulcera,
de los cuales el 85% termina con amputaciones (SAD, 2009).

Dentro de los tratamientos de las Ulceras de pie diabético, los apésitos juegan
un papel preponderante. La mayoria de estos se han disefiado para crear un
entorno humedo en la herida y contribuir a la progresion hacia la curacion de la
misma. Debido a ello, en los ultimos tiempos, los hidrogeles se han impuesto
como los materiales que mejor se adaptan para tal funcion. De hecho, los
hidrogeles han encontrado un amplio rango de aplicaciones en el &mbito de la
ingenieria biomédica, entre los que se incluyen sistemas de liberacion controlada
de principios activos, ingenieria de tejidos, apositos para heridas, lentes de
contacto, etc.

En lineas generales, los hidrogeles son coloides constituidos por redes
poliméricas de estructura tridimensional, capaces de absorber grandes
cantidades de agua o fluidos biolégicos. Entre los polimeros naturales
(biopolimeros) capaces de formar hidrogeles se destacan los alginatos,
polisacaridos que pueden ser extraidos de ciertas especies de algas pardas
marinas. Particularmente, la fuerte interaccion electrostatica del alginato con
iones divalentes de tamafio reducido, como por ejemplo el Ca?*, conduce a la
formacién de hidrogeles con excelentes propiedades (Avendafio Romero et al.,
2013).

El presente Proyecto Integrador pretende formular un hidrogel de alginato de
sodio que permita acelerar el proceso de regeneracion de tejido sano en ulceras
de pie diabético mediante la incorporacion de diversos agentes, evaluando sus
propiedades estructurales, fisicas, quimicas y biologicas.

7|Pagina
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un hidrogel a base de alginato con capacidad higroscopica y
bactericida para ser empleado en Ulceras de pie diabético.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Formular hidrogeles base para ser enriquecidos con diversos agentes que
permitan cumplir con el objetivo general planteado.

2) Evaluar las propiedades estructurales de los hidrogeles formulados y
seleccionar uno para ser empleado como base del producto final en funcion
del uso previsto.

3) Suplementar el hidrogel base seleccionado con agentes bactericidas e
higroscopicos y evaluar sus propiedades quimicas, fisicas y biologicas.

4) Evaluar el comportamiento reologico de los hidrogeles suplementados.

5) Evaluar las propiedades citotoxicas e irritantes del producto final.

6) Realizar un breve analisis de costos, a fin de estimar la viabilidad econdmica
del producto final.

8|Pagina
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CAPITULO 1
- MARCO TEORICO -

1 - DIABETES: FISIOPATOLOGIA Y CLINICA
1.1 - Anatomia del Pancreas?

El pancreas es una glandula mixta de forma alargada de derecha a izquierda,
aplastada en sentido anteroposterior. Se relaciona estrechamente con el
duodeno, que enmarca su cabeza en el extremo derecho. Esta intimamente
relacionado con el conducto colédoco. La porcion izquierda del pancreas se afina
en forma progresiva en direccion del bazo. Se describen en el pancreas una
cabeza, un cuello, un cuerpo y una cola (llustracion 1).

Conducto
pancreatico

B

Vesicula biliar

Lébulos

Conducto
biliar comin

Conducto pancreatico =25
accesorio

Papila duodenal

PANCREAS

Duodeno

llustracion 1 - Configuracion externa del pancreas.?

1.1.1 - Anatomia Funcional

La anatomia funcional macroscopica solo revela la secrecion externa de la
glandula (pancreas exogeno), conducida al duodeno por los conductos
excretores glandulares. La secrecion se produce por reflejos suscitados por la
llegada del quimo acido al duodeno. La excrecidon es controlada por el musculo
esfinter de la ampolla hepatopancreatica, cuyo mecanismo delicado se opone al
reflujo, no solo del contenido duodenal, sino también de la bilis, hacia el conducto
pancreético.

! Latarjet M. y Ruiz Liard A. Anatomia Humana. Editorial Médica Panamericana. Barcelona
(1993) Tomo I, pag 1410 - 1420

2 Imagen obtenida de https://cancersintomas.com/cancer-de-pancreas. Ultima visita a la pagina:
02/09/2018
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La secrecion interna (pancreas endogeno), generadora de hormonas
(glucagodn, insulina, somatostatina, polipéptido pancreatico) vierte su contenido
en las venas tributarias de la vena porta hepatica, por lo que la secrecion interna
del pancreas pasa, en primera instancia, por el higado.

Valvula de 5§
Heister L 44 Conducto
\ hepatico comun

Condugto
cistico
Vesicula = . JorZ
biliar s 7 A i P onducto biliar comun

e~

> Conducto pancreatico
principal (de Wirsung)

Esfinter

Papila mayor Ampoila de Vater

del duoneno

Esfinter de Oddi

llustracion 2 - Ubicacion anatémica de la ampolla hepatopancreatica o Ampolla de Vater. 3

1.1.2 - Pancreas Endocrino

El pancreas enddcrino tiene alrededor de un millon de agregados celulares
denominados islotes de Langerhans, que contienen cuatro tipos principales y dos
secundarios de células. Los cuatro tipos principales son células a, B, 6 y PP. Se
distinguen por las caracteristicas ultraestructurales de sus granulos y por su
contenido hormonal, lo cual hace que cada tipo presente una funcion diferente
bien definida. Las células tipo a secreta glucagon que produce hiperglucemia por
su actividad glucogenolitica en el higado; las células B producen insulina,
hormona con actividad hipoglucemiante; las células & contienen somatostatina
que suprime la liberacién de insulina y de glucagon; y por ultimo, las células PP
secretan un polipéptido pancreatico exclusivo con diversas acciones digestivas,
tales como estimular la secrecién de enzimas gastricas e intestinales e inhibir la
motilidad intestinal.

Si bien las alteraciones del pancreas enddécrino no suelen ser frecuentes,
existen dos trastornos asociados que han sido ampliamente estudiados a lo largo
de la historia: diabetes mellitus (DM) tipo 1 y carcinoma endocrino pancreatico.

1.1.3 - Homeostasis de la Glucosa
La homeostasis de la glucosa esta regulada de modo intensivo por tres
procesos interrelacionados: produccién hepatica de glucosa, captacion y

3 Imagen obtenida de https://esthernajeraw.blogspot.com/2013/04/?view=snapshot Ultima visita
a la pagina: 03/09/2018

10|Pagina



Elizondo, Silvana Gisel
Mendoza, Debora Solange

utilizacion de glucosa por los tejidos periféricos y la accion las hormonas insulina
y glucagon en la captacion y el metabolismo de la glucosa.

La insulina y el glucagon tienen efectos reguladores opuestos en la
homeostasis de la glucosa. Durante el ayuno una concentracion baja de insulina
y alta de glucagon facilitan la gluconeogénesis y la glucogendlisis hepaticas y
disminuyen la sintesis de glucdgeno evitando asi la hipoglucemia. Por tanto, la
glucosa plasmética en ayunas esta determinada principalmente por la secrecién
hepatica de glucosa. Después de cada ingesta, la concentracion de insulina sube
y la de glucagdén baja en respuesta a la carga de glucosa proveniente de la
asimilacion de nutrientes, promoviéndose la captacion y utilizacion de la glucosa
por los tejidos. Particularmente, el masculo estriado es el organo principal
sensible a la insulina y es esencial para evitar la hiperglucemia y mantener la
homeostasis de la glucosa.

Tejido adiposo

4 Captacion de glucosa
4 Lipogenia y
¥ Lipdlisis (

/ Insulina\

Musculo estriado Higado

+ Captacion de glucosa
4 Sintesis de glucogeno
4 Sintesis de proteinas

¥ Gluconeogenia
t Sintesis de glucégeno
4 Lipogénesis

llustracion 3 - Accion metabdlica de la insulina en el musculo estriado, tejido adiposo e higado.*

1.2 - Fisiopatologia del Pancreas: Diabetes

La DM no es un ente patoldégico per se sino un grupo de trastornos
metabdlicos que comparten una caracteristica comun: la hiperglucemia. La
hiperglucemia en la diabetes se debe a defectos en la secrecion de la insulina,
accion de misma o ambas. La hiperglucemia crénica y la alteracion metabdlica
asociada pueden asociarse a dafio secundario en multiples sistemas de 6rganos
como riflones, 0jos, nervios y vasos sanguineos.

4 Imagen obtenida de Robbins y Cotran. Patologia Estructural y Funcional. 8va Edicién. Afio
2010. Pag. 1133
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Aunque todas las formas de diabetes mellitus comparten la hiperglucemia
como caracteristica comun, las anomalias implicadas en la aparicion de la
hiperglucemia son diversas. La gran mayoria de los casos de diabetes
corresponden a dos clases principales diabetes: tipo 1 y tipo 2. La primera
presentacion clinica corresponde a wuna enfermedad autoinmunitaria
caracterizada por destruccion de la célula pancreética y por una deficiencia
absoluta de insulina. Supone alrededor del 5 al 10% de todos los casos y es el
subtipo mas frecuente en los pacientes menores de 20 afios. Por otra parte, la
diabetes de tipo 2 esta causada por una combinacion de resistencia periférica a
la accion de la insulina y de respuesta secretora inadecuada por las
células pancreaticas (deficiencia relativa de insulina). Aproximadamente del 90
al 95% de los pacientes diabéticos sufren este tipo de diabetes y la inmensa
mayoria de estas personas presentan sobrepeso. Aunque clasicamente se
considera de inicio en la adultez, la prevalencia de diabetes de tipo 2 en nifios y
adolescentes esta aumentando a un ritmo alarmante (Robbins y Cotran, 2010).

Es importante notar que, si bien ambos tipos de diabetes tienen mecanismos
fisiopatolégicos diferentes, las complicaciones a largo plazo son similares, y la
morbimortalidad causadas por cada una suele ser contabilizadas por igual.

Si bien la American Diabetes Association ha determinado que los americanos
nativos, afroamericanos e hispanos tienen 1,5 a 2 veces mas probabilidad de
sufrir diabetes a lo largo de su vida, la enfermedad no discrimina edad, sexo,
fronteras o categorias sociodemograficas. La prevalencia de diabetes esta
aumentando bruscamente en el mundo industrializado conforme las personas
adoptan un estilo de vida sedentaria e India y China son los principales
responsables de la carga mundial de diabetes. De hecho, se espera que para el
afio 2030 366 millones personas en todo el mundo presente diabetes (Robbins
y Cotran, 2010).

Respecto a la situacidén en nuestro pais, la lll Encuesta Nacional de Factores
de Riesgo realizada en 2013 por el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos
informo que el 9,8% de los mayores de 18 afios presentaba diabetes tipo 2. De
acuerdo con el censo de 2011, eso se traduce en mas de 2,7 millones de
personas (INDEC, 2006).

1.2.1 - Patogenia de la DM Tipo 1°

La DM de tipo 1 es una enfermedad autoinmune en la que la destruccion de
los islotes esta causada principalmente por células efectoras inmunitarias que
reaccionan contra antigenos de las células B, e igual que la mayoria de las
enfermedades autoinmunes, la patogenia de la diabetes tipo 1 resulta de la
interaccidn entre factores genéticas y ambientales.

Esta enfermedad se presenta con mas frecuencia en la infancia, se manifiesta
en la pubertad y avanza con la edad. La denominacion “diabetes juvenil” se

5> Robbins y Cotran. Patologia Estructural y Funcional. 8'2 Edicion. Afio 2010. Pag. 1131- 1146
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considera obsoleta en la actualidad ya que puede afectar a personas de
cualquier edad, incluso ancianos. De modo similar, el término
“‘insulinodependencia” ha quedado en desuso ya que la dependencia de insulina
no es un factor distintivo. No obstante, la mayoria de los pacientes con DM tipo
1 dependen de la insulina para sobrevivir ya que sin la misma padecen
complicaciones metabdlicas graves que pueden llevar a la cetoacidosis diabética
(un cuadro caracterizado por el incremento de acidos organicos) y coma. Es
necesario mencionar que existe una forma idiopatica de DM tipo 1 que no
presenta evidencias de autoinmunidad.

Aunque el inicio clinico de la DM tipo 1 suele ser brusco, el proceso
autoinmune comienza habitualmente muchos afios antes de que la enfermedad
se manifieste (llustracion 4). De hecho, las manifestaciones clasicas de la
enfermedad (hiperglucemia y cetosis) aparecen tarde en la evolucion después
de la destruccion de mas del 90% de las células .

(?) Evento precipitante
Predisposicion

genética

Anomalias

manifiestas

Liberacion
normal de
insulina

i
| .
inmunologicas
|

|

| Disminucion
| progresiva de la
| liberacion de

!insulina
i

| Diabetes
establecida

Glucosa
normal

Masa de células

5 10 15 20 25
Edad (arios)

llustracion 4 - Etapas en la evolucion de la DM de tipo 1. Las etapas se presentan de izquierda a derecha
y se muestra la masa hipotética de células respecto a la edad.®

La anomalia inmunitaria fundamental en este tipo de diabetes es un defecto
de autotolerancia en los linfocitos T. Este defecto puede ser consecuencia de
una combinacion de delecion clonal defectuosa de los linfocitos T autorreactivos
en el timo, asi como defectos en las funciones de los linfocitos T reguladores o
resistencia de los linfocitos T efectores a la supresion por células reguladoras.
Por tanto, los linfocitos T autorreactivos no sélo sobreviven, sino que estan listos
para responder a los autoantigenos. Se cree que la activacion inicial de estas
células tiene lugar en los ganglios linfaticos peripancreaticos en respuesta a los

6 Imagen obtenida de Robbins y Cotran. Patologia Estructural y Funcional. 8va Edicién. Afio
2010. Pag. 1135
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antigenos liberados por los islotes dafiados. Asi, los linfocitos T activados migran
hacia el pancreas donde lesionan las células 3. En este ultimo proceso participan
linfocitos T helper 1 (Tul), que causan lesiones mediante secrecion de citocinas
como IFN-y y TNF, linfocitos T citotoxicos, que producen lisis celular por contacto
directo. Mas aun, se estima que existe una participacién de anticuerpos, ya que
se han encontrado autoanticuerpos contra los antigenos del islote en la inmensa
mayoria de los pacientes con diabetes tipo 1, asi como en familiares
asintomaticos con riesgo de progresion a enfermedad establecida. De hecho, la
presencia de anticuerpos contra la célula del islote es un marcador de prediccién
de la enfermedad. Sin embargo, no esta claro si los autoanticuerpos producen la
lesion o son un producto de la lesion del islote.

1.2.2 - Patogenia de la DM tipo 2’

La DM tipo 2 es una enfermedad compleja multifactorial prototipica. Es
indudable la participaciéon de factores ambientales, como un estilo de vida
sedentario y los habitos dietéticos. Sin embargo, también se encuentran
implicados factores genéticos, lo cual queda demostrado a través de la
concordancia de hasta un 60% en gemelos monocigéticos. Dicha concordancia
es todavia mayor que en la diabetes de tipo 1. Mas aun, el riesgo de padecer
diabetes de tipo 2 es mas del doble si ambos progenitores estan afectados.

Si bien los eventos bioquimicos que conducen al establecimiento de la DM
tipo 2 pueden ser multiples (no lisis de somatomedina C, defectos en la
secrecion, alteraciones en los transportadores, ente otros), los dos defectos
metabdlicos que caracterizan la diabetes de tipo 2 son una respuesta alterada
de los tejidos periféricos a la insulina (resistencia a la insulina) y disfuncién de la
célula B que se manifiesta por una secrecion inadecuada de insulina en
presencia de resistencia a la insulina y la hiperglucemia. La resistencia a la
insulina precede a la hiperglucemia y suele estar asociada a una hiperfuncion
compensadora de la célula B e hiperinsulinemia en las fases iniciales de la
evolucion de la diabetes (llustracion 5).

La resistencia a la insulina se define como un defecto en la respuesta de los
tejidos diana a la insulina. El principal efecto es la disminucion de la captacion
de glucosa en el musculo, reduccion de la glucdlisis y oxidaciéon de los acidos
grasos en el higado. Asimismo, se pierde la capacidad para suprimir la
gluconeogénesis hepatica.

Por otra parte, se produce un agotamiento de la capacidad de adaptacion de
las células B a las demandas prolongadas por la resistencia periférica a la
insulina. Comparativamente, en estados de resistencia la secrecion de insulina
es mas alta para cualquier concentracion de glucosa. Este estado
hiperinsulinémico es una compensacion de la resistencia periférica y a menudo
permite mantener una glucemia normal durante afios. No obstante, con el correr

" Robbins y Cotran. Op. Cit
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del tiempo la compensacion de las células es inadecuada y se produce
hiperglucemia.

Obesidad
Vaso : ‘ 2 \
sanguineo Q.
Adipocitos —
AN
| ' [
Adipocinas AGL Inflamacion
| i |
| Resistencia a la insulina ‘
Islote Compensacion por Fracaso de las
pancredtico las células B células B
e 5]
®@Do@ 4 o@@
Células p BTSSR ¥, — 59858
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f@@q SLo%
Secrecion ¥ ¢ v e [
de insulina  Normal Elevada Disminuida
por células B
Glicemia Nomo Normal a intolerancia Diabgtes
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llustracién 5 - Desarrollo de la diabetes tipo 2. La resistencia a la insulina asociada a obesidad esta
causada por adipocinas, acidos grasos libres (AGL) e inflamacion crénica del tejido adiposo. Las células 8
pancreaticas compensan la resistencia a la insulina mediante hipersecrecion. No obstante, en algin
momento la compensacién de las células 8 se convierte en insuficiencia de las células 8y aparece la
diabetes.®

Pocos factores tienen un papel tan importante aparicion de la resistencia a la
insulina como la obesidad. La asociacion epidemioldgica entre obesidad y DM
tipo 2 es conocida desde hace décadas. La obesidad tiene efectos notables
sobre la sensibilidad de los tejidos a la insulina y, por tanto, en la homeostasis
sistémica de la glucosa. La resistencia a la insulina esté presente incluso en la
obesidad simple no asociada a hiperglucemia, lo que indica una anomalia
fundamental de la sefalizacion de la insulina. En consecuencia, el riesgo de
diabetes aumenta al hacerlo el indice de masa corporal (un indicador del
contenido de grasa corporal). Esta condicion, no sélo influye en la sensibilidad a
la insulina, sino también la distribucion de la grasa: la obesidad central (grasa
abdominal) se asocia con mayor probabilidad a una resistencia a la insulina que
los depdsitos periféricos de grasa (gluteos/subcutaneos).

1.2.3 - Anatomopatologia de la DM y Complicaciones Tardias
Los hallazgos anatomopatolégicos en el pancreas son heterogéneos y no
siempre llamativos. Los importantes cambios morfolégicos estan relacionados

8 Imagen obtenida de Robbins y Cotran. Patologia Estructural y Funcional. 8va Edicién. Afio
2010. Pag. 1136
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con las numerosas complicaciones sistémicas tardias de la diabetes. Existe gran
variabilidad entre los pacientes en el momento de inicio de estas complicaciones,
su gravedad y 6rganos afectados. En las personas con un control estricto de la
enfermedad es posible retrasar el inicio. No obstante, en la mayoria de los
pacientes es probable observar cambios morfolégicos en las arterias
(macroangiopatia), membranas basales de los pequefios vasos
(microangiopatia), retina, nervios y otros tejidos (llustracion 6

). Estos cambios estan presentes tanto en la diabetes tipo 1 como en la tipo
2.

Microangiopatia
Infartos vasculares cerebrales
Hemormagia

Retinopatia
Cataratas

Hipertension Glaucoma

Infarto de miocardio

Aterosclerosi

Pérdida de células de los islotes
Insulitis (tipo 1)
Nefroesclerosis Amiloide (tipo 2)
Glomeniloesclerosis |
Arteriosclerosis
Pielonefritis

Aterosclerosis
vascular periférica

Neumpatla penfenca Infecciones

Neuropatia auténoma -

llustracion 6: Complicaciones de la diabetes a largo plazo®

1.2.3.1 - Morfofisiopatologia
Las lesiones en el pancreas son inconstantes y pocas veces tienen utilidad
diagndstica. Los cambios distintivos son mas frecuentes en la diabetes tipo 1 que
en la tipo 2. Pueden estar presentes una o mas de las siguientes alteraciones:
e Reduccién del numero y tamafio de los islotes. Es mas frecuente en la
diabetes de tipo 1, sobre todo cuando la evolucion es rapida. La mayoria
de los islotes son pequefios y poco visibles.

% Imagen obtenida de Robbins y Cotran. Patologia Estructural y Funcional. 8va Edicion. Afio
2010. Pag. 1140.
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e Infiltrados leucocitarios en los islotes formados principalmente por linfocitos
T. Los infiltrados linfociticos pueden estar presentes en los diabéticos tipo
1 en el momento de la presentacion clinica. También puede haber
infiltrados de eosinofilos.

e En la diabetes de tipo 2 puede haber una reduccion ligera de la masa de
células de los islotes.

e El depdsito de amiloide en los islotes en la diabetes de tipo 2 comienza en
y alrededor de los capilares y entre las células.

e Elaumento del nUmero y tamafio de los islotes es muy caracteristico de los
recién nacidos no diabéticos de madre diabética. Probablemente los islotes
fetales sufren hiperplasia en respuesta a la hiperglucemia materna.

1.2.3.2 - Macroangiopatia Diabética

La diabetes provoca un dafio considerable en el sistema vascular. La
disfuncién endotelial, que predispone a la aterosclerosis y a otras comorbilidades
cardiovasculares, es generalizada como consecuencia de los efectos dafinos en
el compartimento vascular de la hiperglucemia y de la resistencia a la insulina
persistentes. La caracteristica clave de la macroangiopatia diabética es la
aterosclerosis acelerada que afecta a la aorta y a arterias de tamano grande y
mediano. Excepto por su mayor gravedad y aparicion a edad mas temprana, la
aterosclerosis de la diabetes es indistinguible de la de las personas no
diabéticas. La gangrena de las extremidades inferiores como consecuencia de
una vasculopatia avanzada es unas 100 veces mas frecuente en los diabéticos
que en la poblacion general. Las arterias renales grandes sufren también
aterosclerosis intensa, aunque el efecto mas dafino de la diabetes en los rifiones
se localiza en los glomérulos y en la microcirculacion. La arterioloesclerosis
hialina, la lesién vascular asociada a la hipertension es mas prevalente y
pronunciada en los diabéticos que en los no diabéticos, aunque no es especifica
de la diabetes y puede afectar a personas ancianas no diabéticas sin
hipertension.

El infarto de miocardio por aterosclerosis de las arterias coronarias es la causa
mas frecuente de muerte en los diabéticos, e incluso los prediabéticos tienen un
riesgo elevado de enfermedad cardiovascular. De modo relevante, el infarto de
miocardio es casi tan frecuente en las mujeres diabéticas como en los hombres
diabéticos.

1.2.3.3 - Microangiopatia Diabética

Uno de los rasgos morfolégicos mas constantes de la diabetes es el
engrosamiento difuso de las membranas basales. El engrosamiento es mas
evidente en los capilares de la piel, musculo estriado, retina y glomérulos. No
obstante, también puede estar presente en estructuras no vasculares, como los
tubulos renales, cdpsula de Bowman, nervios periféricos y placenta. Esta
hipertrofia resulta mas preocupante si se tiene en cuenta que a pesar del
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aumento de grosor de la membrana basal, los capilares diabéticos son mas
permeables que los normales a las proteinas plasmaticas.

La microangiopatia es responsable de la nefropatia diabética, retinopatia
diabética y algunas formas de neuropatia diabéticas. En personas ancianas no
diabéticas puede hallarse una microangiopatia similar a la de los pacientes con
diabetes de larga evolucion.

1.3. - Pie Diabético

1.3.1 - Definicién

Segun el Consenso Internacional del Grupo Internacional de Trabajo sobre
Pie Diabético se define como pie diabético a toda infeccion, Glcera o destruccion
tisular del pie asociada a neuropatia y/o enfermedad vascular periférica de
miembros inferiores en personas con diabetes?©.

1.3.2 - Epidemiologia

El pie diabético es una seria complicacion de la DM porque incrementa el
riesgo de amputacion y muerte a mediano y largo plazo. Si bien la sobrevida a
luego de una amputacion mayor es del 50%, el 25% de las personas con
diabetes desarrollaran una ulcera en el pie durante su vida, de las cuales un 10%
a un 30% requeriran eventualmente una amputacion (SAD, 2009). Se estima que
la incidencia anual de Ulcera de pie en los paises en desarrollo es entre del 4 al
8% y se calculan que se producen 1,25 millones de amputaciones anuales en
América Central y Sudamérica (IDF,2015). En nuestro pais, el rango de
amputaciones por pie diabético es del 45 al 75% de todas las causas de
amputacion (ALAD, 2010).

Con respecto al impacto econémico, los costos de atencion de personas con
pie diabético comprenden entre el 12% y 15% del gasto total asignado a la
atencion de personas con diabetes, nUmero que en paises en desarrollo puede
elevarse hasta el 40% (SAD, 2009).

1.3.3 - Etiopatogenia

La via causal que lleva a la ulceracion y amputacion del pie incluye varios
componentes que actian en conjunto con la polineuropatia diabética (PND) la
cual puede afectar hasta el 50% de los individuos con DM mayores de 60 afios.

La neuropatia sensitiva se comporta como el desencadenante de las lesiones
a través de un traumatismo externo indoloro debido a la falta de las sensaciones
protectoras (por ejemplo: bolsa de agua caliente, caminar descalzo, calzado
inadecuado).

La neuropatia motora producira el denominado traumatismo interno,
responsable de la hiperpresion plantar que se evidencia a través de la

10 ]JWGDF - International working group on the Diabetic Foot, I. (2015). IWGDF Guidance
documents . Disponible en: http://iwgdf.org/guidelines/.
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hiperqueratosis. Por ultimo, juega un rol importante la neuropatia autonémica
condicionando una piel fina, seca, atrofica y con fisuras, que facilita el ingreso de
gérmenes y con ello la infeccion que agrava el prondstico.

La entidad clinica del pie diabético es el sindrome resultante de la interaccion
de factores sistémicos y locales predisponentes sobre los que actian factores
desencadenantes. Estos factores, ademas de favorecer la aparicion de lesiones
preulcerativas y Ulceras, junto a los factores agravantes, contribuyen a su
perpetuacion (Ministerio de Salud de la Nacion, 2017).

1.3.3.1 - Factores Predisponentes

Los factores predisponentes son aquellos factores que pueden ocasionar
riesgo de sufrir alguna lesidbn en una persona con diabetes. Se dividen en
neuropatia, enfermedad arterial periférica (EAP) y deformidades estructurales.

A) Neuropatia

La neuropatia diabética es la complicacion cronica mas frecuente de la
diabetes. Incluye un heterogéneo grupo de condiciones, afecta a distintas partes
del sistema nervioso y presenta diferentes manifestaciones clinicas. La
neuropatia puede presentarse de manera asintomatica hasta en el 50% de los
casos. La hiperglucemia sostenida produce anormalidades moleculares por el
aumento en la oxidacion de glucosa y lipidos, generando asi la formacion de
productos avanzados de la glicacibn y estrés mitocondrial. Las lesiones
fundamentales de la neuropatia son la degeneracion axonal y la desmielinizacion
segmentaria.

La polineuropatia diabética (PND) distal y simétrica (periférica) es la
neuropatia que se presenta con mas frecuencia en las personas con diabetes.
Se define por la presencia de sintomas y/o signos de disfuncion nerviosa
periférica, luego de excluir otras causas. Su prevalencia oscila entre el 16 y el
66%. Los principales factores de riesgo asociados a la neuropatia periférica
son: hiperglucemia, estatura elevada, tabaquismo, hipertension arterial,
sobrepeso y dislipemia. La polineuropatia diabética es el factor de riesgo aislado
mas importante para el desarrollo de Ulceras de pie diabético (SAD, 2009).

A-1) Neuropatia Sensitiva

Segun sea la afeccion de fibras y el momento evolutivo de la enfermedad,
puede presentarse de forma hiperalgésica (hormigueos, ardor, alodinia,
hiperestesia) o anestésica (pérdida del dolor, entumecimiento, insensibilidad a la
presion, temperatura y propiocepcion). La falta de sensacién de dolor hace que
los pacientes, en reiteradas oportunidades, consulten por una lesion ya
establecida, disminuyendo las posibilidades de prevencion.

A-2) Neuropatia motora

11 IDF - International Diabetes Federation. (2017). Clinical Practice Recommendation on the
Diabetic Foot: A guide for health care professionals. IDF_DF_Foot CPR_2017_Final.pdf
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Produce la debilidad y atrofia de los musculos de la pierna, altera la presion
plantar con aumento de la presion en cabeza de los metatarsianos y marcha
anormal (SAD, 2009). Se genera la flexién de las articulaciones interfalangicas y
la hiperextension de las metatarsofalangicas. El desbalance muscular resulta en
deformidades que alteran las propiedades biomecéanicas del pie lo que
condiciona aumento del estrés. En consecuencia, aparecen sobre la zona plantar
puntos de riesgo para el desarrollo tlceras (llustracién 7). En presencia de dedos
en garra u otras protrusiones 6seas como hallux valgus pueden aparecer Ulceras
por presién o friccién, en dorso o planta de los dedos.
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llustracion 7 - Areas de riesgo donde pueden aparecer lesiones y deformidades de los pies que deben
rastrearse en el examen fisico.'?

A-3) Neuropatia autonémica

El sistema nervioso autbnomo controla la vasodilatacién y vasoconstriccion de
los vasos sanguineos. En las personas con diabetes su disfuncion se relaciona
con la deplecion de éxido nitrico. La neuropatia autondmica condiciona una piel
fina, seca, atréfica y con fisuras, que facilita el ingreso de gérmenes y con ello la
infeccion, lo cual agrava el prondstico. Hay aumento del flujo sanguineo por la
apertura de los shunts arteriovenosos, que provoca distension de venas dorsales
del pie, con aumento de la temperatura y edema. Se produce un signo
semioldgico caracteristico, el pie caliente, insensible y seco.

B) Enfermedad Arterial Periférica

La EAP se define como una enfermedad arterial aterosclerética oclusiva por
debajo del ligamento inguinal, resulta en una reduccion del flujo sanguineo en
miembros inferiores.’® La EAP es la principal causa de alteraciones isquémicas
en las personas con diabetes. En presencia de DM, se desarrolla de una forma
mas rapida y precoz. La EAP, con o sin un traumatismo, puede causar una Ulcera
de pie generalmente dolorosa e isquémica. Ademas, es condicionante de

2 Imagen obtenida de Ministerio de Salud de la Nacién — Prevencion y cuidados del pie en
personas con diabetes — pag 19.
13 IWGDF - International working group on the Diabetic Foot, I. (2015). Op. Cit.
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cicatrizacion de heridas. Esta producida por alteraciones de las arterias de
mediano y gran calibre de los miembros inferiores (macroangiopatia), en tanto
gue la microangiopatia tiene un papel secundario en la aparicion de la isquemia
en el pie diabético (Ministerio de Salud de la Nacion, 2017).

C) Deformidades Estructurales

La hiperglucemia favorece la glicosilacion del colageno en articulaciones,
tejidos blandos y piel afectando la movilidad articular, lo que conlleva a una
alteraciéon en la biomecanica del pie con aumento de la presion plantar y de las
fuerzas de friccion (llustracién 8). A causa de la pérdida de la sensacién de dolor,
este aumento de la presion o de la friccién no es percibido por la personay al no
tomar medidas de proteccion o preventivas, se produce la aparicion de
hiperqueratosis (SAD, 2009).

La hiperqueratosis condiciona el desarrollo de callos o helomas que se
comportan como un cuerpo extrafio sobre la superficie cutanea lo cual
incrementa la presion local. En consecuencia, se puede desarrollar una ulcera,
generalmente precedida por una hemorragia subcutanea (IWGDF, 2015).
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Hiperqueratosis en metatarsiano Aparicién de la Glcera
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Hemorragia Subcutdnea Profundizacion,
infeccion, osteomelitis

llustracién 8 Desarrollo de Ulceras por presion'4

1.3.3.2 - Factores Desencadenantes Ulceracion
Son aquellos factores que aceleran el inicio de la lesion. Pueden ser
catalogados en:

1) Traumatismos extrinsecos: Se dividen segun la causa en mecanicos,
térmicos y quimicos. El traumatismo mecanico se suele producir a causa
de calzados mal ajustados y aparece como el factor precipitante mas
importante, llegando a ocasionar hasta el 50% de nuevos casos de todos
los tipos de ulcera. El traumatismo térmico generalmente se produce al

4 Imagen obtenida de Ministerio de Salud de la Nacién — Prevencion y cuidados del pie en
personas con diabetes — pag 21
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introducir el pie en agua a temperatura excesivamente elevada; usar
mantas eléctricas o bolsas de agua caliente, dejar los pies cerca de una
fuente de calor o no proteger los pies adecuadamente a temperaturas
bajas. El traumatismo quimico suele producirse por el uso inadecuado
de agentes queratoliticos, cuyo maximo exponente es el acido salicilico
(Del Castillo Tirado et al., 2014).

2) Traumatismos intrinsecos: Corresponden a las Ulceras que se producen
en las superficies donde se ejerce presion al caminar, como la cabeza
de los metatarsianos y el talén, consecuencia de las deformidades
estructurales. La presion plantar es un factor etiolégico mayor en las
Ulceras de pie y a menudo aparece antes que la neuropatia clinica.

1.3.3.3 - Factores Agravantes

Son aquellos factores que retardan la cicatrizacion. Se dividen en:
1) Isquemia subclinica
2) Necrosis tisular
3) Infeccion progresiva

1.4 - Ulceras en Pie Diabético (UPD)

Existen diversos tipos y grados de Ulcera diabética segun la afectacion del pie.
De forma habitual las Ulceras estan localizadas en la planta del pie y rara vez en
el dorso. La clasificacion mas usada es la Escala de Wagner (Del Castillo Tirado
et al., 2014), que fue descrita por primera vez en 1976 por Meggitt pero fue
popularizada por Wagner en 1981. Este sistema consiste en la utilizacion de 6
categorias o grados (Tabla 1).

GRADO LESION CARACTERISTICAS
Callos gruesos, cabezas de metatarsianos
0 Ninguna, pie de riesgo prominentes, dedos en garra, deformidades
Oseas.

I Ulceras superficiales Destruccion del espesor total de la piel.

. Penetra la piel grasa, ligamentos pero sin
I Ulceras profundas P . g g P
afectar hueso, infectada.
Ulceras profundas méas .
o Extensa y profunda, secrecion, mal olor.

absceso (osteomielitis)
Necrosis de una parte del pie o de los dedos,

\Y, Gangrena limitada .
talon o planta.

Vv Gangrena extensa Todo el pie afectado, efectos sistémicos.

Tabla 1 - Clasificacion de Meggit — Wagner

22|Pagina



Elizondo, Silvana Gisel
Mendoza, Debora Solange

Posterior a la clasificacién de Wagner-Meggitt surge la clasificacion de Texas
(Escala Texas), siendo a la fecha la mas popular de las clasificaciones de
lesiones de pie diabético. Desarrollada en la University of Texas Health Science
Center de San Antonio fue la primera clasificacion de tipo bidimensional. La
escala fue disefiada por Lavery y Armstrong en 1996 y posteriormente validada
en 1998. Es un sistema de clasificacion donde las lesiones son estudiadas en
base a dos criterios principales: profundidad y existencia de infeccion/isquemia.
De esta forma el eje horizontal de la tabla se ocupa del parametro profundidad,
otorgandole cuatro grados (desde el grado 0 al grado 3) y el eje vertical se ocupa
del pardmetro infeccion/isquemia, clasificando este parametro mediante la
asignacion de cuatro letras (A-no presencia de infeccion o isquemia, B-presencia
de infeccion, C-presencia de isquemia, D-presencia de infeccién e isquemia)
(Gonzélez de la Torre, 2012)

ESTADIO GRADO
0 I Il I
. Herida .
Lesiones pre o .. . Herida
superficial, no Herida a
postulcerosas ) B penetrante a
A involucra tendén o
completamente . . . hueso o
o tenddn, capsula capsula . L,
epitelizadas articulacion
0 hueso
B Infectada Infectada Infectada Infectada
C Isquémica Isquémica Isquémica Isquémica
D Infectada e Infectada e Infectada e Infectada e
Isquémica Isquémica Isquémica Isquémica

Tabla 2 - Clasificacion de lesiones de pie diabético de la Universidad de Texas.

1.4.1 - Tratamientos de UPD

El objetivo principal del tratamiento de UPD es el cierre de la herida. Los
componentes esenciales del tratamiento son (Chadwick et al., 2013) tratar los
procesos patologicos subyacentes, garantizar una irrigacion sanguinea
adecuada, cuidado local de la herida, incluido el control de infecciones, y
descarga de presion.

La European Wound Management Association afirma que, en el cuidado de
heridas en UPD, debe hacerse hincapié en un desbridamiento radical y repetido,
una inspeccioén frecuente y en el control bacteriano, asi como en el equilibrio en
la humedad para evitar la maceracion. El documento que describe la preparacion
del lecho de la herida sugiere el siguiente esquema, denominado TIME, para el
tratamiento de UPD:

e Desbridamiento de tejido.
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e Control de la inflamacion y de la infeccion.
e Equilibrio de la humedad (seleccion del apdsito 6ptimo).
e Avance de los bordes epiteliales.

1.4.1.1 - Tratamiento Fisico: Seleccion del Apésito Optimo

La mayoria de los apdésitos se han disefiado para crear un entorno hiumedo
en la herida y contribuir a la progresion hacia la curacion de la misma. La curacién
hiameda de la herida tiene la posibilidad de abordar mdltiples factores que
afectan a su mejoria y conlleva el mantenimiento de un entorno equilibrado en la
herida que no sea ni demasiado humedo ni demasiado seco. Los apositos que
contribuyen a tratar el exudado de la herida de forma 6ptima y a fomentar un
entorno equilibrado son vitales para mejorar los prondsticos. Sin embargo, un
aposito que podria ser idoneo en heridas con otras etiologias puede ser
totalmente inapropiado en determinadas UPD. De hecho, el aposito
seleccionado puede tener un efecto considerable en el resultado y, debido a la
complejidad cambiante de las UPD, no existe un Unico aposito que sea adecuado
en todos los escenarios.

La revision periodica de las heridas y del apdsito por parte del paciente es
fundamental. En el caso de heridas infectadas o con una elevada exudacion, un
profesional sanitario debe inspeccionar la herida y cambiar el apdsito
diariamente, y a continuacion cada dos o tres dias una vez se haya estabilizado
la infeccion. Incluso puede ser necesario un tipo diferente de apdsito conforme
cambie el estado de la herida (Anexo 1). Paralelamente, debe aconsejarse a los
pacientes el uso de una técnica aséptica, y debe continuarse con la revision de
la herida a intervalos regulares por parte del equipo multidisciplinar para el
cuidado del pie u otros miembros del equipo sanitario.

1.4.1.2 - Tratamientos con Agentes Tépicos

Las ulceras del pie diabético deben limpiarse con suero fisiolégico en cada
cura, procurando eliminar bien los restos de exudado y secando después para
evitar que la herida se macere. Lo ideal es realizar esta limpieza mediante
irrigacion, con una fuerza lo suficientemente fuerte para que arrastre los
microorganismos y parte del tejido desvitalizado presente en el lecho, pero sin
danarle.

Asimismo, en el caso de las Ulceras infectadas puede estar indicado el uso de
antimicrobianos tépicos ademas de antibidticos de accion sistémica,
fundamentalmente en los casos en los de Ulceras cronificadas y cuando la
afectacién vascular comprometa la llegada de los antibiéticos sistémicos a la
zona de la Ulcera. Estos antimicrobianos incluyen tanto antisépticos como
antibiéticos de uso tépico. Los antimicrobianos mas usados en estas Ulceras son
los productos con plata, el yodo y la miel (Rincon Martin, 2015).
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1.4.1.3 - Aplicacién de Nuevas Terapias

A) Factores de Crecimiento y Plasma de Forma Tépica

En los dltimos afios se ha estudiado la utilidad de la aplicacion topica de
distintos productos que contienen factores de crecimiento para la curacion de las
Ulceras del pie diabético. Entre los productos que demostraron mayor eficacia en
mostrado mejores resultados en cuanto a porcentaje de Ulceras curadas y
disminucién del tiempo de cicatrizacibn se encuentran la becaplermina
(Regranex®), un gel fabricado con factores de crecimiento derivados de
plaquetas, y algunos productos fabricados a partir de plasma, cuyo uso se basa
en aprovechar las elevadas concentraciones de factores de crecimiento que
posee.

B) Terapia con Presion Negativa

Esta terapia consiste en la aplicacion de un flujo de presion subatmosférica
en el lecho de la herida, de modo que se favorece la aproximacién de los bordes
epiteliales, la disminucion del edema y la retirada del exudado, al mismo tiempo
gue se mejora la perfusién tisular. Por otra parte, puede usarse para retirar
mediante la presibn negativa soluciones tépicas (suero y agentes
antimicrobianos) que pueden ser aplicados a la herida.

C) Oxigenoterapia Hiperbarica

Consiste en el uso de una camara con una presion significativamente superior
a la atmosférica para administrar oxigeno al paciente, de tal manera que se
incrementa la oxigenacién de los tejidos hipdxicos del lecho de la herida,
favoreciendo asi la angiogénesis, la actividad fibroblastica y la sintesis de
coldgeno. Permite, ademas, disminuir el edema subyacente y reducir la carga
bacteriana de las Ulceras

D) Terapia Electrofisica

Este tipo de terapéutica engloba distintas terapias en las que se usa energia
eléctrica, ultrasonidos, laser o fuentes electromagnéticas, con el objetivo de
provocar pequefios estimulos en el organismo que podrian ayudar en la curacion
de las heridas al actuar sobre la sintesis de colageno, favorecer el reclutamiento
de factores de crecimiento y citoquinas y promover la migracion celular (Rincon
Martin, 2015).

2 - HIDROGELES
2.1 - Introduccion

Los hidrogeles pueden definirse como sistemas coloidales compuestos por
uno o varios polimeros hidréfilos cuyas cadenas estan entrecruzadas por
uniones fisicas o quimicas formando una red tridimensional. Se caracterizan
principalmente por su capacidad para captar fluidos acuosos del medio que los
rodea hinchandose hasta el equilibrio (Martinez, 2016).
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2.1.1 - Polimeros e Hidrogeles

El conocimiento de los polimeros constituye uno de los pilares fundamentales
para el estudio de las propiedades y caracteristicas de los hidrogeles. Los
polimeros son macromoléculas formadas por la union repetida de una o varias
moléculas unidas por enlaces covalentes. Estas moléculas se denominan
monomeros Yy las reacciones a través de las cuales se obtienen se denominan
reacciones de polimerizacion. Cuando se parte de un soélo tipo de molécula se
habla de homopolimero. Cuando son dos 0 mas moléculas diferentes las que se
repiten en la cadena se nomina copolimerizaciéon, comondémeros y copolimero.
Dependiendo de su origen, los polimeros pueden ser naturales o sintéticos. La
Tabla 3 resume algunos ejemplos de polimeros usados en la sintesis de
hidrogeles.

CLASIFICACION NATURALES SINTETICOS

Acido hialurénico

Carboximetilcelulosa . .
Poli(acido acrilico)

Anionicos Carragenina Poli(acido metacrilico)
Sulfato de condroitina
Xantano
Poliamidoamina
L Quitosan Polietilenamina
Catiénicos N
Polilisina Polietilenimina

Polivinilamina

Metilcelulosa
Etilcelulosa

. . Polietilenglicol
Hidroxietilcelulosa 9

Hidroxipropilcelulosa Poilglicidol
No Iénicos prop Polihidroxibutirato
Manano .
Pululano Poloxamero
Alcohol/Acetato de polivinilo
Goma guar
Goma garrofin
Poli(acido lactico)
Poli(acido glicolico)
Poli rolacton
Otros i oli(caprolactona)

Poli(vinilcaprolactona)
Polidimetilsiloxano
Poliestireno

Tabla 3 - Polimeros naturales, sintéticos y monémeros utilizados en la preparacion de hidrogeles.

Los hidrogeles basados en polimeros naturales pueden tener propiedades
mecanicas no Optimas y pueden contener patdégenos (segun la fuente de
obtencidn) o provocar respuestas inmunes e inflamatorias, pero ofrecen ventajas

26|Pagina



Elizondo, Silvana Gisel
Mendoza, Debora Solange

frente a los polimeros sintéticos debidas a sus inherentes propiedades de
biocompatibilidad, biodegradabilidad y reconocimiento biologico celular. En
contraste, los polimeros sintéticos no poseen estas propiedades bioactivas, pero
presentan una estructura bien definida que puede modificarse para lograr
determinada funcionalidad y controlar su biodegradabilidad.

En general, los polisacaridos son biocompatibles, no téxicos y tienen
propiedades fisicoquimicas que los hacen adecuados para distinto tipo de
aplicaciones, como sistemas de liberaciéon de farmacos, encapsulacion de
células vivas para ingenieria tisular, etc. Por otra parte, los polisacaridos son
abundantes y facilmente obtenibles a partir de fuentes renovables, como algas,
plantas, cultivos de cepas microbianas seleccionadas, asi como a través de
técnicas de ADN recombinante. Debido a esto, los polisacaridos presentan una
gran variedad de composiciones y propiedades que no son facilmente imitables
en un laboratorio. Mas aun, su facil producciéon hace que muchos de ellos sean
mas baratos que los polimeros sintéticos (Martinez, 2016).

En cuanto a los hidrogeles, éstos se definen como redes poliméricas
tridimensionales obtenidas a partir de polimeros hidréfilos que pueden absorber
y retener una cantidad significativa de agua. Esta capacidad de hinchamiento les
permite hidratarse hasta el equilibrio en presencia de un exceso de agua, siendo
este equilibrio el resultado de un balance entre hidratacion y fuerzas elasticas.
La naturaleza hidréfila se debe a la presencia de grupos funcionales polares en
su estructura tales como -OH, -COOH, -CONH., -CONH-, -SOsH. En un
ambiente acuoso, estos grupos hidréfilos se hidratan sin que se disuelva el
hidrogel debido al entrecruzamiento entre las cadenas de polimero.

Estos sistemas presentan una serie de propiedades Optimas para su
aplicacion en el campo biomédico tales como (Hoffman, 2002):

e Alto contenido en agua lo cual los hace altamente compatibles con la

mayoria de los tejidos vivos.

e Naturaleza blanda y elastica que minimiza la irritacion de los tejidos.

e Superficie hidréfila que origina una baja tensién interface en contacto con
fluidos bioldgicos, lo que contribuye a una reduccion de la adherencia de
las proteinas y las células a esta superficie.

e Estructura altamente porosa que puede modularse mediante el control de
la densidad de reticulacion. Esta porosidad constituye un reservorio con
alta capacidad de carga de activos terapéuticos (farmacos, proteinas, etc.)
gue le permite protegerlos de la degradacién ambiental y posteriormente
liberarlos por diferentes mecanismos.

e Capacidad de hinchamiento que proporciona alta permeabilidad para
farmacos y metabolitos de bajo peso molecular.

Los hidrogeles poseen, a su vez, mdultiples ventajas como sistemas de

liberacion modificada de farmacos en biomedicina y como matrices en ingenieria
tisular, entre las que se encuentran:
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Mantenimiento de niveles plasmaticos terapéuticos durante mas tiempo
debido a la liberacion prolongada.

Selectividad terapéutica.

Proteccion de las mucosas frente a farmacos irritantes.

Reduccién de la dosis administrada debido a un mayor aprovechamiento
del farmaco.

Disminucion de los efectos secundarios.

Mejora de la adherencia terapéutica de los pacientes.

Menor costo terapéutico por paciente debido a que se requieren menos
unidades de dosificacion.

Reduccion de la pérdida de farmaco cuando el metabolismo de primer
paso es elevado.

Capacidad de transporte de nutrientes a las células y otros productos
desde las células.

Proteccion frente a la degradacion ambiental y enzimatica de farmacos,
péptidos, proteinas, oligonucleotidos y material genético.

Posibilidad de cambio de estado liquido/gel (temperatura
ambiente/temperatura fisiologica) lo que permite su administracion
mediante inyeccion in vivo (hidrogeles termosensibles).

2.1.2 - Clasificacion de Hidrogeles
Los hidrogeles se pueden clasificar de varias formas en funcion de distintos
criterios:

Tipo de Entrecruzamiento: se distinguen hidrogeles reticulados fisica y
guimicamente. Los hidrogeles fisicos son reversibles y estan formados
por enlaces no covalentes. En cambio, los quimicos son mas estables e
irreversibles y se forman por enlaces covalentes entre las cadenas de
polimero.

Tamafio: se pueden distinguir hidrogeles macroscépicos, microgeles o
nanohidrogeles.

Sensibilidad a los Estimulos: existen hidrogeles no sensibles a estimulos,
gue se hinchan por absorcion de agua sin responder a cambios del
ambiente, e hidrogeles sensibles a estimulos o hidrogeles inteligentes que
se hinchan en respuesta a alteraciones sutiles del medio ambiente como
temperatura, pH, fuerza ionica, luz, campo eléctrico o presencia de
biomoléculas.

Carga: los hidrogeles pueden ser no idnicos, cationicos, anionicos o
anféteros, segun los grupos funcionales presentes en los polimeros que
los constituyen.

Degradabilidad: existen hidrogeles biodegradables o no biodegradables.
En el campo de la biomedicina los materiales biodegradables son muy
utiles ya que no requieren cirugia para su extraccion.
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Origen: como se mencioné previamente, los hidrogeles pueden ser
naturales o sintéticos.

Método de Preparacion: pueden ser homopolimeros, copolimeros o
hidrogeles interpenetrados o0 semi-interpenetrados. Los hidrogeles
homopoliméricos estan formados por un solo tipo de mondémeros; los
copoliméricos por dos o0 mas mondémeros diferentes con al menos un
componente hidrdéfilo dispuesto de forma aleatoria, alterna o en bloque a
lo largo de las cadenas del polimero (Martinez, 2016).

2.1.3 - Aplicaciones de Hidrogeles

Liberacion de Farmacos: las formas farmacéuticas de liberacion
convencional son preparaciones en las que la liberacion de la sustancia o
sustancias activas no esta deliberadamente modificada por un disefio de
formulacién particular ni por un método de fabricacion especial. En
contraste, las formas farmacéuticas de liberacion controlada logran una
concentracion terapéutica estable en el tiempo sin la necesidad de recurrir
a administraciones sucesivas. A su vez, permiten una liberacién dirigida a
dianas terapéuticas o lugares especificos.

Ingenieria Tisular: consiste en la mejora o sustituciéon de tejidos u 6rganos
especificos utilizando materiales de ingenieria y estrategias sintéticas. Los
hidrogeles son materiales extremadamente Utiles en este campo debido a
sus caracteristicas de porosidad, consistencia blanda, alto contenido en
agua y capacidad de respuesta, ademas susceptibles de ser empleados
en impresiéon 3D. Se emplean principalmente como andamios celulares.
Apositos para Heridas: los hidrogeles concentran la mayoria de las
condiciones que debe reunir un apdsito “ideal”. absorber el exceso de
exudado y toxinas, mantener una buena humedad entre la herida y el
apaosito, preservar la herida de fuentes externas de infeccion, prevenir el
exceso de calor, tener una adecuada permeabilidad a los gases, ser
suministrado completamente estéril y ser facil de quitar sin causar mayor
traumatismo en la herida. Los hidrogeles pueden absorber y retener el
exudado contaminado en su interior a través de la expansion de cadenas
de polimero reticulado favoreciendo el aislamiento de bacterias, detritos y
moléculas de olor en el liquido. Su alto contenido de agua permite
mantener la humedad en la herida, favoreciendo la transmisién de vapor
y el oxigeno necesario a las heridas y el desbridamiento autolitico (que
facilita la eliminacion del tejido muerto) (Martinez, 2016).

Lentes de contacto

Productos de higiene
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2.1.4 - Alginato

Los alginatos son los polisacaridos mas abundantes presentes en las algas
marinas, comprendiendo hasta un 40% de su peso seco. Son los componentes
estructurales de la pared celular cuya funcion principal es dar rigidez, elasticidad,
flexibilidad y capacidad de enlazar agua. Los alginatos son extraidos
principalmente de tres especies de algas marrones. Estas incluyen Laminaria
hyperborea, Ascophyllum nodosum y Macrocystis pyrifera. En su estado natural,
los alginatos se presentan como una mezcla de sales de los cationes que
comlnmente se localizan en el agua de mar, principalmente Ca*?, Mg*? y Na*.
Las proporciones en las que estos iones estan unidos al alginato dependen de
su composicién, asi como de la selectividad de enlace de los cationes
alcalinotérreos por el alginato (Avendafio Romero et al., 2013).

Los alginatos se emplean en productos alimenticios, farmacéuticos, textiles
entre otros. En la industria alimenticia son utilizados como espesantes 0
estabilizantes en jugos de frutas, salsas, cremas o cervezas. Algunas de sus
aplicaciones farmacéuticas son espesantes de emulsiones, jarabes y cremas.
Otras aplicaciones industriales son las propiedades de formacion de peliculas,
interaccion con silicatos y espesantes y estabilizadores en barnices y pinturas.

2.1.4.1 - Estabilidad de los Alginatos Sélidos

Los diferentes compuestos de alginato presentan pequefias diferencias en
cuanto a estabilidad, con ciertas excepciones. La regla general es que los
compuestos con un elevado grado de polimerizacion son menos estables que
aquellos con un grado de polimerizacién bajo.

El &cido alginico es el menos estable de los productos, mas aun aquellos
materiales con alto grado de polimerizacion en los cuales las largas cadenas
pueden degradarse en unidades menores en unos pocos meses a temperatura
ambiente. Sin embargo, los compuestos de cadenas mas cortas resultan
estables.

Independientemente de las diferencias en cuanto a estabilidad, todo
compuesto alginico comercial debe almacenarse en un lugar fresco a
temperaturas de 25°C o menores, pues la elevacion de la misma puede causar
una significante despolimerizacion que afecta las propiedades comercialmente
Utiles como la viscosidad y la fuerza de los geles. El area de almacenaje debera
también tener un medio de control de la humedad ambiente a fin de que el
producto no supere su contenido usual de humedad (10-13%), lo que incrementa
la despolimerizacién (Gonzalez Alvarado, 2009).

2.1.4.2 - Estructura del Alginato

Los alginatos son una familia de polisacéridos lineales, conteniendo
cantidades variables de acido B-D-manurénico y de acido a-L-gulurdnico.
(llustracién 9). Su composicién, dada por la relacién caracteristica
manuronico/guluronico (M/G) y secuencias varian dependiendo de la fuente de
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la cual proviene el polisacarido. El grado de polimerizacion (GP) de un alginato
es una medida del peso molecular promedio de sus moléculas y corresponde al
namero de unidades de acidos urénicos en la cadena polimérica.

Este polimero debe su caracter polianidonico a los grupos carboxilo que
aparecen a lo largo de la cadena. Estos se distribuyen en secciones
constituyendo homopolimeros tipo bloques G (-GGG-) y bloques M (-MMM-)
(llustracion 10) o heteropolimeros en los cuales los blogues M y G se alternan
(-MGMG-) (llustracion 11).

COOH

OH
RO OH

Acido B-D-manuronico

llustracion 9 - Monémeros del &cido alginico®®

Tanto la distribucion de los mondémeros en la cadena polimérica como la carga
y volumen de los grupos carboxilicos confieren al gel formado caracteristicas de
flexibilidad o rigidez dependiendo del contenido de gulurénico. Si en la estructura
polimérica hay mayor cantidad de bloques G, generalmente el gel es duro y fragil,
mientras que con la presencia de mayor proporcion de blogues M, el gel formado
se presenta suave y elastico. Los bloques de secuencias MM y MG se
encuentran unidos por enlaces glucosidicos B (1-4), en tanto que los bloques GG
y GM, por enlaces glucosidicos a (1-4) (Avendafio Romero et al., 2013).
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llustracion 10 - Bloques poliméricos de acido manuroénico (superior) y acido gulurénico (inferior)1®

5 Imagen obtenida de: Alvarado G. Estabilidad e Intercambio de iones calcio en geles de
alginato. Disponible en http://tecno.cruzfierro.com/residencias/03040882-gonzalez-residencia
[consultado 19/09/18]

16 Jmagen obtenida de: Alvarado G. Estabilidad e Intercambio de iones calcio en geles de
alginato. Disponible en http://tecno.cruzfierro.com/residencias/03040882-gonzalez-residencia
[consultado 19/09/18]
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llustracién 11 - Cadenas de alginato mostrando los blogques de copolimeros M y G/

2.2 - Soluciones de Alginato: Hidrogel

2.2.1 - Propiedades

2.2.1.1 - Quimicas

El alginato, en forma de sal con cationes monovalentes es soluble en
soluciones acuosas a pH mayores de 3,5. Por el contrario, el &cido alginico y sus
sales con cationes polivalentes como el Ca?* son insolubles en agua. El alginato
también es soluble en mezclas de agua y solventes organicos miscibles con ella,
pero es insoluble en suspensiones que contengan elevado nivel de iones
divalentes.

La solubilidad es influida por diversos factores fisicos y por factores quimicos.
Dentro de los factores fisicos destacan el tamafo y la forma de las particulas.
Las particulas gruesas resultan mas faciles de dispersar y suspender, aunque
tienen una baja velocidad de hidratacion. Por el contrario, las particulas finas se
disolverdn mas rapidamente, pero existe mayor riesgo de que se aglomeren.
Este efecto puede disminuirse mezclando el alginato con otro polvo, por ejemplo,
azucar. Al incrementarse la concentracién de alginato, la solucion pasa de un
estado de liquido viscoso a una pasta espesa. Con respecto a los quimicos, los
principales implican la presencia de otras sustancias en el medio. Asi, la
solubilidad del alginato disminuye en presencia de compuestos que compiten
con las moléculas de alginato por el agua necesaria para su hidratacion. La
presencia de azlcares, almidén o proteinas en el agua reducira la proporcion de
hidratacion y se requeriran mayores tiempos de mezcla. Las sales de cationes
monovalentes tienen un efecto similar. Por lo tanto, es recomendable agregar las
sustancias extra a las formulaciones base después de que el alginato fue
hidratado y disuelto. La presencia de pequefias cantidades de cationes
polivalentes inhibe la hidratacién de los alginatos y proporciones elevadas de los
MismMos causan su precipitacion. Los alginatos en general son insolubles en
solventes miscibles con el agua como alcoholes y cetonas. Las soluciones

7 Imagen obtenida de Alvarado G. Estabilidad e Intercambio de iones calcio en geles de alginato.
Disponible en http:/itecno.cruzfierro.com/residencias/03040882-gonzalez-residencia
[consultado 19/09/18]
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acuosas (1% p/p) de la mayoria de los alginatos toleran la adicién de 10 a 20%
de tales solventes; pero proporciones mayores impiden una correcta hidratacion
de las moléculas (Gonzalez Alvarado, 2009).

Por otra parte, las propiedades de intercambio ionico de los alginatos son
importantes debido a las fuertes interacciones especificas con contraiones tales
como Ba, Sr y Ca que dan un gel que es reversible en presencia de un gran
exceso de sales monovalentes 0 agentes complejantes (tales como
etilendiaminotetraacetato de sodio, oxalato de sodio o citrato de sodio).

Por ultimo, la distribucion de las masas molares y la masa molar promedio
controlan la viscosidad de la solucion y la rigidez de los geles (Rinaudo, 2014).

2.2.1.2 - Fisicas

Rigidez

La rigidez de los geles de alginatos esta directamente relacionada con el

contenido del blogue GG. Bajo su forma de sal monovalente (especialmente en
forma de sodio), los alginatos son perfectamente solubles en agua y aumentan
la viscosidad del solvente en la disolucion, lo que causa un interesante caracter
espesante (en relacion con la conformacion semirigida de este copolimero).

Viscosidad

La viscosidad es una de las caracteristicas principales de las soluciones de

alginato. Estas soluciones exhiben una alta viscosidad que depende
principalmente de la concentracién y de la estructura molecular y grado de
polimerizacibn del alginato. Comercialmente se producen alginatos
(principalmente alginato de sodio) de baja, media y alta viscosidad. La viscosidad
puede ser muy variable y es funciébn de numerosos factores, entre los que se
mencionan:

e Peso Molecular: cuanto mayor es peso molecular del alginato, mas
viscosas resultan sus soluciones. Los productores pueden controlar el
peso molecular de los compuestos de alginato (grado de polimerizacion)
variando las condiciones de extraccion y manufactura. Se ofrecen
generalmente productos con grado de polimerizacion comprendidos entre
100 y 1000 unidades, que dan viscosidades en el rango de 0,01 a1 Pa s
para soluciones al 1% p/p.

e Concentracion: la viscosidad se eleva muy rdpidamente al aumentar la
concentracion por encima del 2% p/p.

e Temperatura: dentro de cierto rango, la viscosidad de las soluciones
decrece aproximadamente 2,5% por cada grado de incremento en la
temperatura. El proceso es reversible, pudiendo la solucion volver a su
viscosidad inicial por enfriamiento. Sin embargo, si las soluciones de
alginatos se mantienen a temperaturas elevadas (mayores a 50°C)
durante periodos extensos, la viscosidad decrece irreversiblemente
debido a un proceso de despolimerizacion.
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e pH: la viscosidad de las soluciones de alginato de sodio es casi
independiente del pH en el rango entre 5 y 10, presentando un valor
ligeramente mayor cerca de la neutralidad debido a efectos repulsivos de
los grupos carboxilos cargados negativamente (COO"), los que mantienen
extendidas las cadenas del polimero e incrementan su capacidad de union
de moléculas de agua. Por debajo de pH 4,5 la viscosidad tiende a
incrementarse por la disminucion de la solubilidad del &cido alginico libre,
el cual precipita en forma de gel a un pH inferior a 3,5.

e Fuerza lonica: la viscosidad decrece levemente por la adicion de sales de
cationes monovalentes. Como es frecuente con otros polielectrdlitos, el
polimero en solucion tiende a contraerse al aumentar la fuerza iénica de
la misma. Este efecto se hace méximo a concentraciones salinas
cercanas a 0,1 N (Gonzalez Alvarado, 2009).

Reologia

Los ensayos reométricos dinamicos consisten en aplicar un esfuerzo o

deformacion oscilatoria de entrada sobre la muestra y monitorear la deformacién
o esfuerzo oscilatorio de salida, es decir, se aplica una deformacién oscilatoria
de amplitud constante y se mide como respuesta la tensién generada dentro de
la muestra como el esfuerzo de corte. Los materiales responden a la deformacion
aplicada disipando energia en forma de calor (disipacion viscosa), almacenando
energia elastica, o a través de la combinacion de ambos mecanismos. El analisis
dindmico mecanico permite medir ambos tipos de propiedades.

La respuesta particular de una muestra depende de la escala del tiempo
de observacion del proceso en relacion con el tiempo de relajacion. Si el
experimento es relativamente lento, la muestra puede parecer mas viscosa que
elastica, mientras que, si el experimento es relativamente rapido, esta puede
parecer mas elastica que viscosa. De la coexistencia de ambas observaciones a
escalas de tiempo intermedio, donde la muestra puede parecer tanto elastica
como viscosa, es de donde se obtiene un comportamiento viscoelastico
(Espinosa et al., 2014).

La energia almacenada durante la deformacion esta representada por el
modulo elastico o de almacenamiento (G’) y la energia disipada en el elemento
viscoso por el médulo viscoso o de pérdida (G”). Las unidades de ambos
mabdulos son Pa y estan definidos por las ecuaciones:

G' = G*.cosé
G"'=G*.senéd

Las variables implicadas en las ecuaciones anteriores se obtienen del
siguiente desarrollo a partir de las leyes de Hooke (1) y Newton (2), que
describen los extremos del comportamiento elastico y viscoso (respectivamente)
de los materiales:
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Te =G.Ye (1)
Ty =NVYy (2)

Donde 7 es el esfuerzo de corte, G es el modulo constante del resorte, ye

es la deformacion, n es la viscosidad y yv es la velocidad de corte.

La ecuacion para una deformacion oscilatoria de una muestra puede
escribirse como:

Y = Yo-sen(wt) 3)

Donde yo es la deformacion maxima o amplitud y w la velocidad angular.
Reemplazando (3) en (1) se obtiene:

T, = G.y,.sen(wt) (4)

La ecuacion 4 describe el esfuerzo de corte resultante que actia sobre el
resorte e indica que la deformacion aplicada y el esfuerzo de corte elastico se
encuentran en fase. Derivando la ecuacién 3 respecto del tiempo t vy
reemplazando en la Ecuacion 2 se obtiene:

T, = 1. w.Y,. cos(wt) (5)

La ecuaciéon 5 es una funcién coseno que describe el esfuerzo de corte
viscoso y tiene un desfasaje de 90° respecto de la deformacion aplicada.

La relacién entre la amplitud del esfuerzo de corte y la deformacion maxima
se denomina médulo complejo (G*):

G =2 (6)

Donde G* es una medida de la resistencia total del material a la deformacion
aplicada (Garcia, 2008).

llustracion 12 - Interpretacion gréafica del moédulo complejo como combinacion de dos vectores, que son
los modulos elastico y viscoso.
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En la llustracién 12 se puede observar que & es el angulo de desfasaje entre
el esfuerzo de corte y la deformacion. Si la muestra es puramente elastica, 6=
0°, G*=G’ y G”=0. Por el contrario, si es puramente viscosa, 6=90°, G*=G” y G’=
0. En este sentido, si el angulo de desfasaje es un indicador de la presencia de
propiedades elasticas o viscosas de un fluido, se puede establecer que si el valor
de & esta comprendido entre 0° y 45° el fluido tiene un comportamiento mas
elastico que viscoso, o viceversa, cuando 6 esta comprendido entre 45°y 90°.

Otra funcion que se utiliza habitualmente para describir el comportamiento
viscoelastico de un material es la tangente del &ngulo de desfasaje. Esta se
define como:

1

tand = G—, (7)
G
La viscosidad compleja (n*) es una funcién alternativa al G* y representa
una medida de la magnitud de la resistencia total de la muestra al corte dinamico.
Esta se define como:

. G 1
n =;=T—0-— (8)

Para caracterizar un gel se deben definir los términos de dos mecanismos
dindmicos: el médulo elastico (o de almacenamiento), G’(w), que cuando se
grafica con el tiempo (o frecuencia), exhibe una pronunciada meseta
extendiéndose por el tiempo al menos en orden de segundos, y un mddulo
viscoso (o de pérdida), G”(w) que es considerablemente menor que el modulo
elastico en la region de la meseta (llustracion 13).

log G, G”

log frequency log frequency

llustracion 13 - Espectro mecanico dinamico tipico de una solucién polimérica. (a) Sin entrecruzamiento;
(b) Entrecruzamiento de un gel polimérico.

En el régimen de viscoelasticidad lineal, donde se dan pequefas
deformaciones, cuando los modulos elasticos (G’) y viscoso (G”) son
independientes de la frecuencia (G’>G”), comportamiento es tipico de geles
“fuertes”, se muestra una region de meseta del espectro viscoelastico del
material. Por otro lado, algunas sustancias pueden fluir facilmente, por lo que no
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pueden ser consideradas como geles verdaderos (gel “débil”). Se consideran
geles débiles a aquellos materiales que se encuentran entre el gel fuerte y
soluciones poliméricas o coloidales concentradas (Espinosa et al., 2014).

2.2.1.3 - Biologicas

La molécula de alginato tiene diferentes efectos en los sistemas biol6gicos
debido a la gran variedad de composiciones quimicas y pesos moleculares de
las preparaciones (Draget et al., 2005). Los alginatos han sido utilizados como
dispositivos en diversas aplicaciones en el area biomédica, fundamentalmente
por su biodegradabilidad, biocompatibilidad y no toxicidad (Lencina, 2013).

Biocompatibilidad

La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material para
desempeiiar una funcion deseada de forma segura, sin causar efectos biologicos
adversos. Es necesario realizar un proceso de evaluacion biolégica completo y
determinar las pruebas necesarias para cada dispositivo, siendo éste
previamente categorizado. En cuanto a los hidrogeles de alginato aplicado a
Ulceras de pie diabético, se pueden clasificar de la siguiente manera:

e Categoria: Dispositivo de superficie.

- Superficies comprometidas o dafiadas.
e Duracioén del contacto: Limitado, menor a 24hs.
e Evaluacion: Citotoxicidad, Sensibilizacion e Irritacion.

Medical device categorization by Biological effect
Contact duration @
(see 4.3) - ") '_;
- 2 g |2 £
A — Limited =] 5|2 s ﬁ z| |8
(=24 h) : 2 |az| 2|5 e | £
Nature of body contact ° 8| S |a2| 2 = =
(see 4.2) B 3 H e 2| = 23| g 2 E
— prolonged S = |=v| 8 | = = &
(24 h to 30 days) gl 2|58 s |"e| 2|2 |g%
S|8|s |E|S |8 |E|E
C — permanent i |8 B
(= 30 days) = o 2
Category Contact -
A % X X
Skin B % X X
C % X X
A % X X
Mucosal
Surface device membrane B % % %
C % X X x %
Breached or A * X X
compramised B b X X
surface
C % X X x %

llustracion 14 - Ensayos a considerar segun la clasificacion del dispositivo médico?®

18 Imagen obtenida de Norma ISO 10993-1.
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A) Citotoxicidad

La citotoxicidad es la capacidad de una sustancia de generar toxicidad en
células y tiene como finalidad determinar el grado de lisis causado por dicha
sustancia mediante uso de técnicas de cultivo celular (ISO 10993-5).

llustracion 15 - Esquema del test de Citotoxicidad. (A) Prueba de contacto directo donde las células se
siembran y el material se coloca directamente. (B) Prueba de contacto indirecto en la que el material se
coloca en un inserto Transwell, que se cultiva con células sembradas en el fondo. (C) Prueba de extractos
donde el material se incuba en el medio de cultivo apropiado durante 24 h y luego se reemplaza el medio
de cultivo en células sembradas en una placa.*®

Sensibilizacion

La sensibilizacion hace referencia al nivel de dermatitis a causa de alergia por
contacto. El objetivo es estimar el potencial de sensibilidad por contacto con la
dermis de materiales, extractos o lixiviados (ISO 10993-10). Este ensayo no se
llevara a cabo en el este Proyecto Integrador.

[rritacion

La irritaciébn se define como dermatitis a causa de alergia por contacto. A
diferencia del anterior, tiene como fin la estimacién del potencial de irritacién de
los dispositivos médicos, materiales o extractos en la piel, los 0jos y mucosas de
acuerdo con el tipo y duracion del contacto (ISO 10993-10).

2.2.2 - Formacion de Hidrogel

La formacion del de alginato se genera por entrecruzamiento (crosslinking, en
inglés) quimico de dos o mas moléculas por enlaces covalentes o ionicos.
Cuando dos cadenas de blogue G de alginato se alinean, se forma sitios de
coordinacion debido a la forma de bucles de estas cadenas. Las cavidades que
se forman entre ellas tienen el tamafio adecuado para acomodar un cation
polivalente. A su vez, los grupos carboxilicos y otros atomos de oxigeno
electronegativos actian como ligandos, permiten un alto grado de coordinacién
con estos iones. Este modelo es llamado el modelo de la caja de huevos
(llustracién 16).

19 Imagen obtenida de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3670822/. Consultado el
1/10/18
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llustracion 16 - Estructura del gel de alginato de calcio.?°

N

Debido a esta configuracion estructural, se puede emplear cationes
polivalentes como agentes de entrecruzamiento para solidificar soluciones de
alginato de sodio y formar geles mecanicamente estables. El cation mas
empleado es el Ca*?, pero también se pueden emplear Ba*? y Al*3, entre otros.
Al suministrar dichos cationes, éstos comienzan a reemplazar al sodio en los
extremos carboxilicos del alginato. Los cationes actian atrayendo
electrostaticamente los extremos anidnicos de dos cadenas adyacentes de
alginato conformando asi la red polimérica (llustracion 17).

| —

/-{i—-ﬂw &N

llustracion 17 - Entrecruzamiento de alginato con iones calcio.?!

La estabilidad del gel depende de la composicion quimica del alginato y del
cation polivalente empleados. Se requiere que el medio en el que se mantendran
las particulas tenga una concentracion minima del i6n entrecruzante para evitar
la disgregacion del alginato (Gonzéalez Alvarado, 2009).

20 Imagen obtenida de Gonzalez Alvarado. Estabilidad e Intercambio de lones Calcio en Geles
de Alginato, (C), 1-44. (2009).

21 Imagen obtenida de Gonzalez Alvarado. Estabilidad e Intercambio de lones Calcio en Geles
de Alginato, (C), 1-44. (2009).
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2.2.3 - Estabilidad de las Soluciones

Las soluciones neutras de alginatos de baja a media viscosidad pueden ser
mantenidas a 25°C por varios afios sin apreciable pérdida de viscosidad y
ademas con muy baja susceptibilidad al atague microbiano. La disminucion de
la viscosidad, producido comiunmente durante almacenaje prolongado, es una
medida de la extension de un proceso de despolimerizacion del alginato.

Sin embargo, las soluciones de alginatos altamente polimerizados son poco
estables alun a temperatura ambiente y tienen tendencia a sufrir
despolimerizaciéon a medida que se incrementa la temperatura (Gonzélez
Alvarado, 2009).

2.2.4 - Intercambio I6nico y Estabilidad

El intercambio i6nico es una reaccion quimica reversible que tiene lugar
cuando un ion de una disolucién se intercambia por otro ion de igual signo que
se encuentra unido a una particula soélida inmévil. Este proceso tiene lugar
constantemente en la naturaleza, tanto en la materia inorganica como en las
células vivas. En el caso del alginato, al entrecruzarse las cadenas del polimero
con el cloruro de calcio, ocurre una reaccion de intercambio ionico, en la que el
sodio es remplazado por calcio, dando al gel su consistencia sélida
caracteristica. Dado que la reaccion se supone reversible, es posible en principio
remplazar el calcio a su vez con otros iones. Por ejemplo, si las particulas de
alginato de calcio se dejan en una solucién que contenga iones aluminio Al*3, el
aluminio puede intercambiarse con el calcio. Por su mayor valencia, el gel de
alginato de aluminio tiene una mayor dureza que el alginato de calcio.

Si las particulas de alginato de calcio se colocan en una solucién con nulas
concentraciones de calcio, pueden eventualmente sufrir una reaccion de
intercambio iGnico en la que pierdan iones calcio a favor de otros iones presentes
en la solucion, originando la descalcificacion del gel y la modificacion (o pérdida)
de sus caracteristicas deseables.

En agua destilada, el intercambio ocurriria entre los iones calcio Ca*? y los
iones hidrégeno H*, dando lugar a la formacion de acido alginico. Por otro lado,
si la solucion contiene una elevada concentracion de iones sodio Na*, éstos
remplazarian al calcio, regenerando asi el alginato de sodio (Gonzalez Alvarado,
2009).

2.2.5 - Suplementos

2.2.5.1 - Agentes Antimicrobianos: Definicidon y Clasificacion

Se denomina antimicrobiana a cualquier sustancia producida por
microorganismos o0 sintetizada quimicamente que se utilizada para eliminar o
inhibir el crecimiento de otros microorganismos. Una propiedad comun a todos
los antimicrobianos es la toxicidad selectiva hacia los organismos invasores,
superior a la que muestran frente a animales o seres humanos (Velazquez,
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2008). Los agentes antimicrobianos pueden clasificarse segun diversos criterios,
lo que permite agruparlos de la siguiente manera:

e Estructura Quimica: los antibidticos se agrupan en familias con propiedades

generales.

e Espectro de Accion:

- De amplio espectro: tetraciclinas, cloranfenicol y algunos 8- lactamicos.
- De espectro intermedio: macrolidos y aminoglucésidos.
- De espectro reducido: glucopéptidos.

e Efecto Antimicrobiano:

- Bactericidas: producen la muerte de los microorganismos responsables

del proceso infeccioso. Pertenecen a este grupo los antibidticos B-

lactdmicos, aminoglucosidos, rifampicina, vancomicina, polimixinas,

fosfomicina, quinolonas y nitrofurantoinas.
- Bacteriostaticos: blogquean el desarrollo de las bacterias: tetraciclinas,
sulfamidas, trimetroprima, cloranfenicol, macrolidos y lincosamidas.

El hecho de que un agente sea bactericida o bacteriostatico depende de
su mecanismo de accion y, por tanto, de su estructura, pero también
contribuyen paralelamente otros factores tales como concentracion
alcanzada en el sitio de la infeccion, tipo de microorganismo, tamafio del
in6culo, tiempo de accion y fase de crecimiento del germen. Asi, los B-
lactdmicos solo son bactericidas en la fase de crecimiento activo de la
bacteria, mientras que las polimixinas son bactericidas en cualquier fase.
Debe aclararse que un antibiético bacteriostatico puede comportarse como
bactericida en determinadas condiciones favorables, tal como ocurre con
los macrdlidos.

e Por su mecanismo de accion:

- Inhibidores de la sintesis de la pared celular.

- Inhibidores de la permeabilidad de la membrana plasmética.
- Inhibidores de la sintesis proteica.

- Inhibidores de la sintesis o funcion de &acidos nucleicos.

Agentes Bacteriostéticos: Sulfamidas

Las sulfamidas o comunmente llamadas “sulfas” fueron las primeras drogas
usadas efectivamente para combatir las infecciones. Estos agentes que,
juntamente con los antibiéticos de biosintéticos, significaron uno de los mas
grandes avances terapéuticos de los tiempos modernos, generando una caida
considerable de la morbimortalidad por infecciones desde la generalizacion de
uso clinico.

Con el tiempo, debido a la aparicion de resistencia bacteriana y al
descubrimiento de farmacos mas activos y menos toxicos, las sulfas fueron
dejadas de lado por mucho tiempo. Sin embargo, actualmente, con la
recuperacion de la sensibilidad de algunas bacterias y la aparicion de la
trimetoprima combinable, las sulfas han reconquistado algunos campos en
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quimioterapia antimicrobiana. Se han sintetizado varios con el mismo
mecanismo de accion, aunque sus farmacocinéticas pueden variar (Tabla 4).

Accién Rapida

Sulfametazina

Sulfapiridina
(<6h) Sulfisoxazol
Absorbibles Accion Intermedia Sulfadiazina
por Via (11-18h) Sulfametoxazol
Oral Sulfadoxina
Accidn Prolongada Sulfadimetoxina
(24 - 60 h) Sulfametoxidiazina
Sulfametoxipiridazina
Ftalilsulfacetamida
No Absorbibles Salazopirina

Sulfasalazina
Ftalilsulfatiazol
Succinilsulfatiazol
Sulfadiazina de Plata
Sulfamilén (mafénido)

(accion intestinal)

Uso Tépico

Tabla 4 - Clasificacion de las principales sulfamidas

A) Mecanismo de Accion

Las sulfas actian, como antagonistas competitivos del acido para-
aminobenzoico (PABA), debido a que se unen a la enzima tetrahidro-ptero-
icosintetasa, es necesaria para la condensacion del PABA y pteridina, que lleva
a la formacion de acido fdlico, el cual se transforma en tetrahidrofolato, que actla
como coenzima en la transferencia de grupos metilos a las bases puricas y
pirimidicas para la sintesis del DNA y RNA.

De este modo, las sulfas impiden la incorporacion de PABA a la molécula de
acido félico, dificultando su biosintesis, que es esencial para el crecimiento y
multiplicacion bacteriana. Los microorganismos sensibles son aquellos que
deben sintetizar su propio acido félico, o son impermeables al acido folico de los
liquidos circundantes. Por el contrario, los microorganismos resistentes, son
aguellos que son permeables al acido folico o al igual que las células del hombre
requieren acido folico preformado para normal desarrollo.

Por su mecanismo de accion, las sulfas son bacteriostéticas, y no bactericidas
y la presencia de mecanismos inmunolégicos normales es necesaria para
completar la accion de las sulfas.

B) Indicaciones Terapéuticas

Las sulfamidas estan indicadas en los siguientes procesos:

- Infecciones por Nocardia, Chlamydia y protozoarios.
Infecciones dérmicas, urinarias, intestinales y meningeas.
Dermatitis herpetiforme.

Infecciones meningeas.
Prevencion de infecciones por quemaduras.
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- Profilaxis y tratamiento de la fiebre reumética.

En el presente Proyecto Integrador se evaluara el antimicrobiano sulfadiazina
de plata (SdP), ya que ademas de reunir la mayoria de los caracteristicas
terapéuticas que presentan las sulfas, el ion Ag* actla sinérgicamente
(antimicrobiano y oxidante); a la vez que la droga es facil acceso y econémica.
Los preparados conteniendo sulfadiazina de plata son inodoros, faciles de aplicar
y sin dolor, y a menudo reduce la necesidad de injertos de piel (Arévalo et al.,
1998). Respecto a su espectro, la SdP presenta actividad frente a una gran
variedad de bacterias Gram positivas (S. aureus), negativas (P. aeruginosa,
Enterobacterias), y algunos hongos (como Candida spp.), al actuar sobre la
pared celular y membrana citoplasmatica.

2.2.5.2 - Agentes Higroscopicos

Se define como sustancia higroscopica a aquellas sustancias que absorben
con facilidad la humedad del medio, ya fuere porque reaccionan quimicamente
con el agua, como los hidruros o los metales alcalinos, o porque actian como
atrapantes en su estructura cristalina, como es el caso del sulfato sédico. A su
vez, el agua también puede adsorberse fisicamente, por lo que la mayoria de las
sustancias puras pulverizadas suele tener una leve capacidad higroscopica. En
estos dos ultimos casos, la retencidn es reversible y el agua puede ser
desorbida.??

Algunos ejemplos de los compuestos higroscopicos mas conocidos son:
Cloruro de calcio (CacCl,)

e Hidroxido de sodio (NaOH)

e Acido sulfurico (H2SO4)

e Sulfato de cobre (CuSQO.)

e La mayoria de los carbonatos (CO32*) y sulfatos (SO42)

¢ Silica gel

Para cada sustancia existe una humedad de equilibrio, es decir, un contenido
de humedad tal de la atmdsfera a la cual el material capta humedad del ambiente
a la misma velocidad que la libera. Si la humedad ambiente es menor que este
valor de equilibrio, el material se secara, si la humedad ambiente es mayor, se
humedecera. Asi, ciertos minerales como el cloruro de calcio son capaces de
captar agua de la atmosfera en casi cualquier condicion, porque su humedad de
equilibrio es muy alta. Sustancias como estas son usadas como desecadores.

Carbonato de Magnesio (MgCOs)

El carbonato de magnesio es un polvo blanco, liviano, voluminoso, inodoro y
estable al aire, soluble sé6lo en acidos diluidos produciendo efervescencia. En
contacto con el agua presenta ligera reaccién alcalina (Ministerio de Salud de la
Nacion, 2003). Comercialmente se presenta como una sal anhidrida de variada

22 Enciclopedia http://www.quimica.es/enciclopedia/Higrosc%C3%B3pico.htmL. Consultado
15/09/2018
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pureza, siendo las sustancias mas puras destinadas a quimica analitica y
farmacologia, y las de pureza reducida a fines industriales. Gracias a ello,
presenta variedad de usos que abarcan desde produccion de ladrillos
refractantes y polvo de extintores hasta desecantes, aditivo en la sal de mesa,
cosmeéticos, dentifricos, antiacidos y laxantes. Particularmente, la presentacion
en polvo es comunmente conocida como tiza utilizado para secar las manos en
escalada, gimnasia, lanzamiento de peso y halterofilia.
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CAPITULO 2
- MATERIALES Y METODOS -

1 - FORMULACION DE HIDROGEL BASE

A fin de obtener un hidrogel base con las propiedades previamente definidas,
se prepararon soluciones de alginato de 2 a 4% p/p concentraciones crecientes
en intervalos de 0,25% p/p. Para ello, se pesaron diferentes masas de alginato
de sodio (grado técnico) en balanza analitica con 0,0001 g de resolucion de masa
(Ohaus) (llustracion 18) a las cuales se agregé agua destilada. Las
preparaciones se colocaron luego en un bafio ultrasonico termostatizado a 37°C
por 3 h aproximadamente. Concentraciones inferiores fueron descartadas por
defectos en la polimerizacion y, concentraciones superiores tampoco fueron
consideradas debido a que la solucion adquiere consistencia soélida (tipo masilla)
y quebradiza.

Una vez obtenidas las soluciones, mediante el uso de una pipeta, las muestras
fueron bafiadas con 3 mL de CaCl>2,5 My 3 M para generar la gelacion externa.
El CaCl, se dejo reaccionar durante 10 min y luego se procedio al analisis de los
hidrogeles. Debe destacarse que previo a la utilizacién, todo material en contacto
con los hidrogeles fue lavado con agua destilada, agua MilliQ y esterilizado con
etanol al 96 % v/v.

Los geles fueron evaluados cualitativa y cuantitativamente para poder
seleccionar aquellos que mejor se adapten al uso previsto. A partir de esta
eleccidn se realizd un ensayo de difusion para seleccionar la formulacion que se
utilizara en el resto del proyecto.

llustracion 18 - Balanza de precision.
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1.2 - Anélisis Cualitativo

Para efectuar dicho andlisis se formaron hidrogeles esféricos (diametro
aproximado de 4mm) empleando 0,1 mL de alginato de sodio (llutracién 19), de
cada concentracion a ensayar mencionadas anteriormente.

llustracion 19 - Hidrogel de alginato 4% p/p utilizado en el andlisis cualitativo.

Se realizé una escala cualitativa, considerando como minima valoracion al
1 y maxima al 5. Se analizaron, mediante 2 sujetos evaluadores, las variables
Dureza, Transparencia, Resistencia al cambio de forma por presion vy
disminucién de diametro de las muestras, entre otras propiedades
organolépticas.

1.3 - Analisis Cuantitativo

El objetivo de este ensayo fue evaluar el aumento de espesor en funcion del
tiempo, de acuerdo a la concentracion de los reactivos. Para ello, se realizaron
muestras en tubos de ensayo de 10 mL (llustracion 20). Se dejo reaccionar al
CacCl. en la concentraciones anteriormente mencionadas durante 3, 5, y 9 min,
se retiraron del tubo utilizando pinzas, y luego se cortaron transversalmente las
muestras para medir el espesor de la capa externa.

llustracion 20 - Preparacion de hidrogeles en tubos de ensayo.
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2 - CARACTERIZACION MICROSCOPICA

Se prepararon 3 muestras de hidrogel de alginato de sodio 4% p/p con cloruro
de calcio CaCl> 3 M reaccionando 10 min (hidrogel base). Una de las muestras
fue colocada en formaldehido 4% p/v (fijador), otra liofilizada y la Udltima se
analiz6 de manera natural. Las muestras fueron cortadas transversalmente y
analizadas por microscopia confocal (Olympus LEXT OLS4000) en el
Laboratorio de Microscopia Electronica y Analisis por Rayos X (LAMARX)
ubicado en la Facultad de Matemética, Astronomia y Fisica (FAMAF-UNC). Este
microscopio totalmente automatizado utiliza un laser de 405 nm para capturar
imagenes en 3D con las cuales se puede realizar mediciones en alta resolucion
de microgeometria de superficies rugosas.

Las imagenes de las muestras en formaldehido y liofilizadas no fueron
analizadas posteriormente ya que no se logré observar una estructura polimérica
adecuada, a diferencia de la muestra de hidrogel al natural, la cual fue
previamente secada con material absorbente, y visualizada con un zoom de
108x.

A través de micrografias, se analizo el tamafio de las células (n = 8) mediante
un procesador de imagenes (ImageJ, Freeware).

3 - ANALIsIS Quimico
3.1 - Ensayo de Difusion

A fin de evaluar la capacidad de difusion de una sustancia embebida en la
matriz del hidrogel, se realizé un ensayo de difusién empleando azul de metileno
como marcador. Para ellos, se prepararon hidrogeles de alginato al 3,5y 4% p/p,
conteniendo azul de metileno en una concentracion final de 2,02 mg L™* (alginato
suplementado).

Para la realizacion del ensayo se realizaron esferas de 1 mL con cada solucion
de alginato suplementado (llustracién 21), que fueron luego bafiadas con CaCl;
3M mediante el uso de una pipeta. Una vez formado el hidrogel, las esferas
fueron lavadas con agua destilada para eliminar el excedente del agente de
entrecruzamiento y colocadas en viales independientes conteniendo cada uno 9
mL de solucion fisiolégica.

Se evalud la concentracién de azul de metileno en la solucién a intervalos
determinados mediante una espectrofotometria de absorcién (RD5000, Hach),
empleando una curva de calibracion confeccionada con azul de metileno puro
(Sigma) (Anexo 2). Para la seleccién de la longitud de onda se realizé una curva
espectral observandose picos maximos de absorbancia a 609 y 651 nm.
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llustracion 21 - Esferas de hidrogel de alginato con azul de metileno.

Con los datos de masa de azul de metileno inicial (Masa;) en los hidrogeles y
la masa en solucion (Masas) se calculo el porcentaje de masa de sustancia que
difundié hacia la solucion segun la formula:

p taje de Difusién (%) Masa; x 100
orcentaje ae vijusion =
J ° Masa
Para el analisis estadistico de los datos se realiz6 la prueba t-Student para
pares, contrastando los valores obtenidos para cada concentracion de alginato
en un tiempo determinado.

3.2 - Ensayo de Capacidad Antiséptica

Para evaluar la capacidad del hidrogel de ser suplementado con algun agente
antimicrobiano, se efectuaron los ensayos de concentracidn inhibitoria minima
(CIM) y difusiébn de antimicrobiano (Konemann et al., 2008). Para ambos
ensayos, se prepararon discos de 11 mm de didmetro y 2 mm de alto de
hidrogeles de alginato de sodio 4% p/p, a los cuales se le agregé SdP en las
concentraciones 0,01; 0,1; 0,5, 1; 5 y 10% p/p. Como agente de
entrecruzamiento se utilizé cloruro de calcio 3 M, con un tiempo de acciéon de 1
min. Los discos fueron conservados a 4°C al abrigo de la luz hasta su utilizacién
(1 hora como méximo).

3.2.1 - Concentracion Inhibitoria Minima

La CIM se define como la minima concentracion de antimicrobiano que, en un
periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de
un in6culo bacteriano previamente estandarizado. El mismo se realizd
empleando como medio de cultivo caldo de soja y caseina (Tryptic Soy Broth,
TSB, Biomerieux) en una concentracion de 30 g L1. El medio fue seleccionado
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debido a que presenta elevada transparencia y favorece el crecimiento de una
amplia variedad de microorganismos, en especial las bacterias anaerobias
facultativas y aerobias comunes. El caldo fue fraccionado en alicuotas de 3 mL
en tubos de ensayo. Luego los tubos fueron esterilizados en autoclave durante
15 min a 120 £ 0,5°C y almacenados a 4°C hasta su utilizacion.

Para este ensayo se utilizaron bacterias Escherichia coli de la cepa de
referencia ATCC 25922 cultivadas en TBS estéril. La especie fue elegida en base
a sus caracteristicas fenotipicas y genotipicas definidas, lo cual las hace 6ptimas
para ser empleadas como control en determinaciones de viabilidad y esterilidad
de muestras y medios. El in6culo fue mantenido en estufa a 36°C hasta su uso
(48 horas como maximo).

En una primera instancia se llevd a cabo un ensayo colocando en los tubos
con medio de cultivo un disco de hidrogel perteneciente a cada concentracion (6
concentraciones). Se empled un séptimo tubo como control positivo conteniendo
s6lo hidrogel sin SdP. Posteriormente, los tubos fueron inoculados con una
dilucion 1:10 de la cepa de referencia de la escala McFarland 0,5 en solucién
fisiologica (Anexo 3). Se ensayaron in6culos de 10, 25 y 50 uL, por lo que el
ensayo final contempl6 un total de 21 tubos para analizar. Las muestras fueron
luego cultivadas en estufa a 36°C por 24 h. Trascurrido ese tiempo, los tubos
fueron analizados en busca de turbidez, propia del desarrollo bacteriano
(muestra positiva). En este caso, al observar los tubos se detectd la presencia
de bacterias en todos ellos, por lo que se decidié6 modificar el ensayo para
verificar si el antimicrobiano elegido no presentaba actividad antimicrobiana en
estas condiciones o el efecto observado se debia a un crecimiento bacteriano
superior a la tasa de difusién de la SdP.

Para evaluar estas hipotesis, y a fin de evaluar la CIM en una situacion de
sobrecarga microbiana (herida “sucia”) y de baja carga microbiana (herida
“limpia”), se repitid la técnica introduciendo algunas modificaciones. La misma
consisti6 en emplear como inéculo una dilucién 1:100 de una suspension
bacteriana en escala McFarland 0,5 en solucion fisiologica, con la cual se
realizaron dos pruebas de CIM, una en caldo de cultivo y otra en solucién
fisiologica (llustracion 22). En la primera, se repitio el procedimiento anterior, sélo
que una vez afiadidos los discos conteniendo SdP se esperd por 1 h antes de
inocular las bacterias (Tabla 5). Durante ese tiempo las muestras fueron
conservadas a temperatura ambiente. De esta forma se espera que el
crecimiento de las bacterias fuere menor que en el ensayo previo, ya que la curva
de crecimiento bacteriano no deberia ser notablemente afectada por la curva de
difusion del bacteriostético.

En el segundo ensayo se colocaron el inéculo y los discos de hidrogel con
SdP simultdneamente en 3 mL de solucion fisiolégica (Tabla 6). Tras 1 h de
incubacion, las muestras fueron luego repicadas en caldo TSB a fin de
comprobar si hubo o no crecimiento bacteriano. En este caso se espera que la
difusion de SdP afecte al desarrollo microbiano (debido a la ausencia de un
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medio nutritivo para que las bacterias se repliguen durante el tiempo de
estacionamiento).

Repique de 500
pL al Caldo de
CUitivo

e tycad

llustracion 22 - Esquema de procedimientos del ensayo de CIM.

Para su andlisis, las muestras fueron colocadas en la estufa a 36°C durante
24 h. Transcurrido ese tiempo, las mismas fueron centrifugadas a 2876 g durante
5 minutos para visualizar cambios en la turbidez.

Inéeulo Concentracion de SdP

0% 0,01% 0,1% 0,5% 1% 5% 10%
10 yL 10-A 10-B 10-C 10-D 10-E 10-F 10-G
25 uL 25-A 25-B 25-C 25-D 25-E 25-F 25-G
50 yL 50-A 50-B 50-C 50-D 50-E 50-F 50-G

Tabla 5 - Codificacion del ensayo en caldo de cultivo. Las letras colocadas como rotulos en los tubos (de A a G)
representan las diferentes concentraciones de sulfadiazina de plata.

In6culo Concentracién de SdP
0% 0,01% 0,1% 0,5% 1% 5% 10%
10 yL 10-A’ 10-B’ 10-C 10-D’ 10-F’ 10-F 10-G’
25 uL 25-A’ 25-B’ 25-C’ 25-D’ 25-F’ 25-F 25-G’
50 uL 50-A’ 50-B’ 50-C’ 50-D’ 50-FE’ 50-F’ 50-G’
Tabla 6 - Codificacion del ensayo en solucion fisioldgica. Las letras colocadas como rotulos en los tubos (de A a G)
representan las diferentes concentraciones de sulfadiazina de plata.

3.2.2 - Ensayo de Difusion
A fin de establecer la concentracion de SdP que difunde hacia el medio en
cada caso, se ejecutd un ensayo de difusiéon similar al realizado con azul de
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metileno. Para ello, los discos de hidrogel con SdP (por triplicado) se colocaron
en viales de vidrio limpios con 3 mL de solucion fisioldgica donde permanecieron
1 h. Posteriormente se retiraron y se procedio a cuantificar la cantidad de plata
difundida al medio mediante volumetria por precipitacion (Método de Volhard
Indirecto) (Day y Underwood, 1991). Se emple6 como patron una solucion
estandarizada de KSCN 0,002 M y como indicador 25 pL de FeCl3 20% p/v con
HNOs 1 M. La cuantificacion del cation Ag* se produce por reaccion del SCN-,
el cual, en exceso (por ausencia de plata), reacciona con el Fe**, generando el
complejo coloreado rojizo [Fe(SCN)(H20)s)%*, que indica el punto final de la
titulacion.

3.3 - Ensayo de Capacidad Deshidratante

Con el objeto de lograr una formulacién de hidrogel que tenga la capacidad
de reducir el contenido de agua de una UPD, se prepar6 una solucion de alginato
de sodio al 4% p/p suplementada con SdP al 5% p/p que fue empleada como
base para dicho ensayo. Para una correcta homogeneizacion, la solucion se
colocd en un agitador mecanico vortex (CK-Tech) durante 7 £ 2min.

Una vez obtenido el gel base, el mismo fue fraccionado en tres viales de 50
mL a los cuales agregé MgCOs en diferentes concentraciones 5, 10 y 20% p/p a
fin de evaluar la capacidad higroscopica de cada uno. La sal fue elegida en base
a sus propiedades higroscopicas y su aptitud para ser empleados en
formulaciones medicinales. A continuacion, se confeccionaron discos por
duplicado de iguales a los descriptos con anterioridad. Una vez completado el
entrecruzamiento, se lavaron los discos con agua destilada 5 veces para eliminar
el calcio remanente, evitando de esta manera que siga entrecruzandose y
desplazando el agua de su estructura. Los mismos fueron luego secados con
papel absorbente y pesados para obtener el dato de la masa inicial del hidrogel.
Una vez obtenida la masa inicial, los hidrogeles se colocaron en viales
independientes conteniendo cada uno 10 mL de solucion fisioldgica que fueron
conservados a 4°C al abrigo de la luz.

A lo largo del ensayo, cada disco fue extraido, secado y pesado en balanza
analitica (resolucion 0,0001mg, Ohaus), registrando el tiempo de incubacion
alcanzado hasta el pesaje. Una vez pesados, los discos fueron colocados
nuevamente en los respectivos recipientes con solucion fisiolégica vy
conservados a 4°C hasta el proximo pesaje. Se determinaron las masas en
intervalos de tiempo durante una semana, aproximadamente.

Se calcularon variables tales como velocidad de deshidratacion y relacion de
incorporacion de agua en los diferentes tiempos de medicion (t1 y t2), empleando
la formula:

., .. Masay,
Relacién de Crecimiento = —————
Masa,,
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A fin de verificar si existen diferencias significativas entre las distintas
concentraciones se realizo un analisis de la varianza (ANOVA) con DGC como
test a posteriori.

4 - ANALISIS REOLOGICO

Para el andlisis reoldgico se prepararon suspensiones de alginato al 4% p/p
con SdP al 5% p/p y distintas concentraciones de MgCOs (0, 5, 10 y 20% p/p).
Las muestras fueron preparadas 24 h previas al ensayo y se dejaron en reposo
a 4°C con el fin de eliminar las burbujas de aire atrapadas. Dos horas antes del
ensayo reoldgico, se prepararon los discos con CaCl; 3 M reaccionando durante
1 min. Los mismos fueron realizados por duplicado (Belalia & Djelali, 2014), y
lavados con agua destilada 5 veces para eliminar el excedente de Ca?* y frenar
el entrecruzamiento. Dado que el MgCOs; tiende a nuclearse y formar cristales
de gran tamafo en presencia de agua, se evaluaron diferentes concentraciones
con el fin de establecer si la cantidad de sal era un factor condicionante.

Una vez listos los discos se procedio a su analisis mediante un Redmetro
Rheoplus Physica MCR 301 (Anton Paar) con geometria de placa PP8 (8 mm de
didmetro de placa y 2,5 mm de separacion) (llustracién 23). El ensayo consisti6
en un barrido de amplitud a frecuencia constante y una segunda etapa de un
barrido de frecuencia a amplitud contante. Ambas etapas se realizaron en
camara termoestatizada a 37°C.

llustracion 23- Redmetro Rheoplus Physica MCR 301 (Anton Paar).

Para el barrido de amplitud de tension se fijo a 1 Hz para todas las muestras.
El objetivo de esta etapa fue poder determinar la region viscoelastica lineal (RVL)
de cada uno de los geles. A partir de estos datos se puede obtener un valor de
deformacion que se encuentre dentro de este rango para poder continuar con la
siguiente etapa. En esta se varia la frecuencia entre 0,5Hz a 50 Hz a una
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deformacion obtenido en la instancia anterior. Los resultados obtenidos de este
ensayo se calcularon y procesaron por medio del software Rheoplus® (Anton
Paar) (llustracion 24).

llustracién 24 - Software utilizado para la realizacion del ensayo.

5 - ANALISIS DE BIOCOMPATIBILIDAD

A fin de establecer si el uso del producto desarrollado supone un riesgo para
la salud, se efectuaron ensayos de citotoxicidad e irritacién segun las normas
ISO 10993-5 e ISO 10993-10, respectivamente. En ambos casos se emplearon
discos confeccionados con la formulacion final de hidrogel suplementado
(Alginato 4% p/p, SAP 5% p/p y MgCO3 5% p/p).

5.1 - Citotoxicidad

Para el ensayo de citotoxicidad se elaboraron extractos de hidrogel siguiendo
las indicaciones de la Norma ISO 10993-12 (ISO, 1999). Para ellos, los discos
de hidrogel listos y lavados se esterilizaron por sumersion en acido peracético al
0,2% p/v. A continuacion, en condiciones de esterilidad (cabina de flujo laminar),
los discos se sumergieron en 1 mL de medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) suplementado con 10% p/v de Suero Fetal Bobino, 1%
p/v de penicilina:estreptomicina (1:1) y 1% p/v de glutamina. Para obtener el
extracto, los discos fueron conservados a 37°C durante 24 + 2 h. La evaluacion
de citotoxicidad in vitro se realiz6 empleando células epiteliales de rifién de mono
verde (linea celular VERO). Como control positivo del ensayo se empled
dimetilsulféxido puro, mientras que como control negativo se emple6 el mismo
medio de cultivo celular suplementado. Las células fueron levantadas con
tripsina (5 min, 37°C) y se centrifugaron a 115 g durante 5 minutos. El
sobrenadante fue eliminado y se resuspendio el pellet con medio de cultivo
celular. Se determiné el niumero de células viables totales por recuento en
camara de Neubauer (con tincién de azul Tripan) (llustracion 25). La suspensién
celular se ajusté a una densidad de 1x10° células mL™*. Se tomaron 100 uL de
solucion y se sembraron por sextuplicado en una placa de 96 pocillos.
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llustracion 25 - Camara de Neubauer.

Luego de 24 h de incubacién, se aspir6 el medio de cultivo sobrenadante y se
agrego 100 pL del extracto de muestra a cada pocillo, el control negativo y el
control positivo (llustracion 26). La placa fue luego en incubadora celular a 37°C
por 24 h con atmésfera humeda y 5% de CO..

Una vez concluida las 24 h de incubacion se retir6 el medio de cultivo
sobrenadante y se agreg6 100 uL de la solucién de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) 1 mg mL* en cada pocillo. Luego la placa se incubd
durante 3 h mas a 37°C. Una vez pasado el periodo de incubacion, se retird la
solucion de MTT sin eliminar los cristales formados y se afadié 100 pyL de
isopropanol para disolverlos (llustracion 27). A continuacién, se leyeron las
absorbancias de cada pocillo empleando un lector de placas (Thermo Cientific)
a 595 nm con referencia a 650 nm (llustracién 28).
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llustracién 26 - Modelo de siembra en P96.
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llustracion 28 - Lector de placas Thermo Cientific.

Una disminucion en el niamero de células vivas da como resultado una
disminucién en la actividad metabdlica en la muestra. Esta disminucion se
relaciona directamente con la cantidad de formazan (azul-violeta) generado, un
metabolito del MTT, segun ecuacion:

Viabilidad (%) 100 * ODsgs,
l1ablllda 0) = —F———
OD595b

Donde ODsgse €s el valor medio de la densidad optica medida de los extractos
de la muestra de prueba y ODsgsp es el valor medio de la densidad éptica de los
controles negativos. Cuanto menor sea el valor de viabilidad, mayor sera el
potencial citotéxico del elemento de prueba. Si la viabilidad se reduce a menos
de un 70% del blanco se dice que el material tiene un potencial citotéxico.

5.2 - Irritacién

Para el ensayo de irritacion se elaboraron extractos de hidrogel siguiendo las
indicaciones de la Norma ISO 10993-10 (ISO, 1999). Para ello, se colocaron 3
discos de hidrogel de formulacion final, previa esterilizacion por sumersion en
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acido peracético al 0,2% pl/v, en viales conteniendo 10 mL de buffer fosfato
salino. Los viales fueron luego conservados a 37°C por 15 h.

Para el ensayo se emplearon ratas Wistar hembras clinicamente sanas y con
piel intacta, con un peso aproximado de 700-1000 g, procedentes del Laboratorio
de Neurofarmacologia de la FCEFyN (UNC). Los animales fueron alojados en
jaulas de acero inoxidable en un ambiente adecuado a 22 *+ 3° C con fotoperiodo
de 12 h. Se suministré agua y alimento ad libitum durante todo el ensayo. Los
animales fueron identificados como Animal 1, Animal 2 y Animal 3.

I\\\”/ e’

llustracion 29 - Ensayo de Irritacion segun ISO 10993-5. (A): Muestra de Hidrogel (B): Control negativo.

El ensayo se efectu6 embebiendo un parche de algodén de 2,5 cm x 2,5 cm
(llustracion 29) con 1 mL de extracto, que se coloco sobre la piel desnuda y
afeitada de los animales. Los parches fueron sujetados con gasa sellada en los
extremos (a mas de 1 cm del parche de algodon) con adhesivo de contacto
instantaneo. Se emple6 como control negativo 1 mL de buffer fosfato salino. Los
parches fueron mantenidos en contacto directo con la piel por un periodo de 4 h.
Después de dicho periodo, los parches se retiraron y se realizaron observaciones
al, 24,48y 72 h posteriores. Se determind el grado de irritacién de acuerdo con
el sistema de clasificacion de la escala de Draize basado en la aparicion de
edema y eritema observados en cada sitio de aplicacion. Se clasific6 cada
hidrogel de acuerdo con el indice de Irritacion Primaria y la tabla de clasificacion
presente en la norma.
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CAPITULO 3
- RESULTADOS -

1 - FORMULACION DE HIDROGEL BASE

Para el andlisis cualitativo, se evaluaron diferentes propiedades
organolépticas de los hidrogeles formados (Tabla 7 y 8). A partir del mismo, se
decidié descartar las soluciones de 2; 2,25; 2,5y 2,75% p/p empleados con
CaCl> 2,5y 3 M por la falta de dureza y el interior acuoso observado.

CaCl; 2,5 M

Alginato Dureza Transparencia Resistenciaa Disminucién
(% p/p) la Deformacion de Diametro

2,00 1 5 1 2

2,25 1 5 1 2

2,50 2 4 1 2

2,75 2 4 2 3

3,00 3 4 2 3

3,25 3 3 3 4

3,50 4 2 3 4

3,75 4 2 4 5

4,00 4 2 5 5

Tabla 7 - Caracterizacion cualitativa de hidrogeles con CaCl2 2,5M.

CaCl23 M

Alginato Dureza Transparencia Resistenciaa  Disminucion
(% p/p) la Deformacion de Diametro

2,00 1 5 1 2

2,25 2 4 1 2

2,50 2 4 2 3

2,75 2 3 2 3

3,00 3 3 2 3

3,25 4 3 3 4

3,50 4 2 4 5

3,75 5 1 5 5

4,00 5 1 5 5

Tabla 8 - Caracterizacién cualitativa de hidrogeles con CaCl2 3 M

En relacién al analisis cuantitativo, se observa la variacion del espesor externo
en funcion del tiempo de las concentraciones de alginato al 3,0; 3,5y 4% p/p,
clasificadas ademas segun la concentracion de CaCl; empleado para la reaccién
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de polimerizacion (llustracion 30) Como se observa, el espesor de la capa
externa del hidrogel de las tres concentraciones de alginato analizadas es mayor
en cuando la reaccion se produce con CaClz 2,5 M. Si bien el espesor externo
del hidrogel formulado con alginato 3% y CaCl> 2,5 M fue el mayor obtenido, se
decidié descartarlo ya que su interior permanecia acuoso, factor que no favorece
para el uso previsto del producto.

En resumen, mediante el andlisis cualitativo y cuantitativo se decidié eliminar
como alternativa las concentraciones de alginato de 2 al 3% p/p inclusive, y CaCl;
2,5 M. Por lo tanto, en ensayos posteriores sélo emplearon soluciones de
alginato al 3,5% p/p y 4,0% p/p y CaClz 3M.

4,0 -
35 -
3,0 -
25 -
2,0 -

1,5 1

Espesor de Capa Externa (mm)

1,0

0,5 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tiempo (min)

CaCl2 2,5 M - Alginato 3,0% m/m = ====- CaCl2 3,0 M - Alginato 3,0% m/m
CaCl2 2,5 M - Alginato 3,5% m/m CaCl2 3,0 M - Alginato 3,5% m/m
CaCl2 2,5 M - Alginato 4,0% m/m CaCl2 3,0 M - Alginato 4,0% m/m

llustraciéon 30 - Espesor de capa externa vs. tiempo.

2 - CARACTERIZACION MICROSCOPICA

A través del analisis por microscopia confocal se comprob6 que el hidrogel
posee una estructura polimérica de células abiertas, conformado por una red de
espacios interconectados por canales (llustracibn 31) que resulta ser
independiente de la concentracion de alginato y CaCl, empleado. Los valores
obtenidos a través del analisis de las micrografias de las células se muestran en
la Tabla 9.
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] Ancho Profundidad Largo Vqlumen Proporcion
Celulas Elipsoide  (mayores/menores)
(um) (Mm) (um) ;
(Um?®)
Mayores g7 134 333 6939115
(M)
Menores 19,26
(m) 115 31 193 360260

Tabla 9 - Tamafio de las células. Los valores se expresan como medias.

Se puede observar que, si bien las células mayores presentan un volumen 20
veces superior al de las menores, se encuentran en menor cantidad (del orden
de 1 mayor cada 15 menores). Estas células podrian actuar como reservorio de
fluidos, promoviendo la lenta liberacion de las sustancias activas (SdP). Por otra
parte, las células menores, al encontrarse encadenadas, facilitarian la
comunicacion de los espacios mayores, actuando como canales que controlarian
el flujo de sustancias disueltas, promoviendo la liberacion al exterior. De esta
forma se puede comprobar que la matriz de hidrogel podria facilitar el
desplazamiento de fluidos desde y hacia el interior de la misma, permitiendo
incrementar dicho intercambio al sumar un sistema de corriente de liquidos a la
propia e intrinseca de la matriz solida del gel.

llustracion 31 - Imagen del hidrogel de alginato base al 4% p/p. (A), célula mayor, (B) célula menor; (C)
poro cortado transversalmente que comunica dos células.
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3 - ANALISIS QuimICcO
3.1 - Ensayo de Difusion

Los resultados del ensayo de difusion se muestran en la llustracion 32. La
concentracion de azul de metileno fue medida a 651 nm, contrastando los
resultados a 609 nm. Los datos se muestran como la relacion porcentual de azul
de metileno que migrd desde el hidrogel a la solucion en el tiempo. Se puede
observar que, a mayor tiempo, menor es la diferencia existente entre las dos
concentraciones de alginato ensayadas. Se observd que no existen diferencias
significativas entre las distintas concentraciones de alginato, por lo que resulta
indistinto emplear una u otra concentracion en la férmula base. Esto otorga cierta
independencia en la seleccion de la solucion de alginato, por lo que dicha
seleccion se realizé en funcién de las caracteristicas fisicas, decidiéndose
trabajar el resto del proyecto con alginato de sodio al 4% p/p y CaCl>3 M.

11 -
Q\o, 10 A
ERCE
c
(]
o
5 81
o
c
o 7 A
Q
<
£ 6 -

3,5% 4%
5 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Tiempo (min)

llustracion 32 - Relacion porcentual en funcién del tiempo analizado.

3.2 - Ensayo de Capacidad Antiséptica

3.2.1 - Concentracion Inhibitoria Minima

La tabla 10 muestra los resultados de la CIM. Se puede observar que los tubos
con solucion fisiolégica se necesita una mayor concentracion de sulfadiazina
para inhibir la replicacién bacteriana, respecto del caldo. Esto puede deberse a
gue en caldo la SdP difundié por 1 h antes de colocar el inéculo, por lo que la
difusién de esta superd al crecimiento bacteriano. En conclusion, se decidio
trabajar con una concentracion de sulfadiazina de plata al 5% p/p.
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Medio Inéculo Sulfadiazina de Plata (% p/p)
(células mL?) 0 0,01 0.1 05 1,0 50 10,0

1500 + + + - - - -
Caldo 3750 + + + + - - -
7500 + + + + - - -
L 1500 + + + + - - -
.S(.)Iu?l(.)n 3750 + + + + + - -
Fisiologica 7500 N N N N N ] ]

Tabla 10 - Resultados de la CIM. Signo (+) indica la presencia de bacterias, signo (-) su ausencia.

3.2.2 - Ensayo de Difusion

El ensayo de difusion de SdP no arrojo resultados concluyentes ya que no se
encontraron diferencias significativas en la cantidad de titulante empleado en los
distintos tratamientos. Las variaciones pueden deberse a reacciones
inespecificas del titulante con otros agentes en solucion, tales como iones Ca?*,
alginato e impurezas, asi como con el catiéon Fe3* empleado como indicador. Mas
aun, la posibilidad de que en las muestras hubiere una concentracion de iones
Ag* inferiores a los cuantificables, dada por la baja solubilidad de la SdP (0,13
mg mL* a pH 5,5), puede haber sido un factor determinante. No obstante, se
comprobd que el limite de cuantificacion de la técnica (dado por la media £ 3
desvios estandares del volumen de una muestra blanco) resultdé ser
notablemente superior a la solubilidad del compuesto (71,4 mg mL1). De esta
forma, si bien no se hallaron diferencias entre los tratamientos, no puede
descartarse la posibilidad de variaciones de concentracion entre los distintos
hidrogeles.

Si bien existe la posibilidad de cuantificar la SdP en solucién por otras técnicas
tales como HPLC (Ministerio de Salud de la Nacion, 2003) o ICP-MS, el presente
ensayo tenia como objetivo confirmar hipotesis surgidas de los resultados
obtenidos en el ensayo de CIM, tales como determinar si la inhibicion se genera
por difusion de la SAP al medio o por contacto directo de los microorganismos
con el disco. En todo caso, los resultados obtenidos hasta el momento resultan
satisfactorios, por lo que el hecho de no haber observado diferencias
significativas entre los distintos tratamientos no representa un obstaculo mayor
para la continuidad del proyecto.

3.3 - Ensayo de Capacidad Deshidratante

Los resultados del ensayo de capacidad deshidratante del hidrogel respecto
a la UPD se muestran en las llustraciones 33 y 34. En primera instancia se
analizé la variacion temporal de masa en el tiempo para cada concentracion de
MgCOs. En la llustracion 33 se observa que hasta los 270 min existe un
comportamiento lineal en las diferentes concentraciones de MgCOs luego del
cual sigue una meseta, compatible con la saturacion del gel. Mas alla de este
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efecto, se puede notar que el hidrogel suplementado con 5% p/p de MgCOs3
presento la mayor diferencia de masa lo que sugiere una mayor capacidad de
absorcion. Esto puede deberse a que los cristales de la sal tienden a agruparse
en conglomerados de mayor tamafio en presencia de agua, formando una capa
gue impide la difusién hacia su interior. Por lo tanto, en los hidrogeles con mayor
contenido de MgCOs los cristales se encuentran mas cerca pudiendo
aglomerarse mas facilmente, reduciendo su capacidad higroscopica (Liptrot,
1978). Se puede observar ademas que el hidrogel suplementado con 5% p/p de
MgCO:s presenta el mejor coeficiente de regresion, por lo que fue posible calcular
una ecuacion de regresion que permita estimar la vida util del hidrogel respecto
de capacidad higroscopica.

1,30 4 0% MgCO3 y = 0,0535In(x) + 0,7288
e 5% MgCO3 R? = 0,9587

1,25 | 10% MgCO3 ..........................
= 20% Mgco3 Y SRR o
aéa 204 PRSP Y
g 1154 0 e , R2 = 0,9566
3}
o 1,10 4
© ° .
c ..'
S 1,05 1%
8 : R2 = 0,6523
S 1¢
2 1,00

0,95

0,90 + : : : : : : : .

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000

Tiempo (min)

llustracion 33 - Relacion de crecimiento en funcidn del tiempo.

Al realizar el andlisis de la varianza se obtuvieron los datos mostrados en la
llustracién 34, encontrdndose diferencias significativas entre los distintos
hidrogeles suplementados respecto del no suplementado. Se puede constatar
ademas que, a partir de los 270 min, el hidrogel con 5% de MgCOs presenta la
mayor capacidad higroscopica, significativamente mayor al resto. Sin embargo,
esta diferencia deja de observarse a partir de los 6 dias aproximadamente,
momento a partir del cual el hidrogel con 10% de MgCO3z no muestra diferencias
significativas respecto del primero. Esto puede implicar la saturacién de ambos
hidrogeles o bien que el de mayor concentracibn aun conserva capacidad
higroscoépica. No obstante, observando ambos graficos se puede concluir que el
primer efecto es el que prima.
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llustracion 34 - Relacion de crecimiento de cada concentracion de carbonato de magnesio en funcion del
tiempo analizado. Los valores en cada columna seguidos por una letra distinta son significativamente
diferentes (p < 0,05).

En cuanto a la velocidad de incorporacion de agua (velocidad de crecimiento,
expresada como mg mint) se observa que, si bien el hidrogel con mayor
concentracion de MgCOs presenta la mayor velocidad de crecimiento, la fase
inicial presenta una elevada velocidad de absorcion de agua en todos los casos,
gue va decayendo a medida que pasa el tiempo (llustracion 35). Este resultado
permite corroborar la hipotesis de que el efecto de saturacion es el responsable
de que no se observen diferencias significativas en la capacidad higroscopica
después de un tiempo determinado.

10,00 ; = 0% MgCO3
e u 5% MgCO3
;=
i 10%
£ 1,00 4 MgCO3
= ] m20%
8 MgCO3
‘©
i)
()
>

0,10 {

0,01 - T

30 60 90 120 150 180 210 240 270 4105 5605 8370 9710 15541
Tiempo (min)

llustracion 35 - Velocidad de crecimiento en funcién del tiempo.
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4 - ENSAYO REOLOGICO

A través del ensayo reoldgico se obtuvieron los valores de G’, G” y tan(d) de
cada muestra de hidrogel base con SdP y suplementada con MgCOsz al 5, 10 y
20% p/p. Se obtuvieron valores de media que fueron graficados en funcién de la
frecuencia angular(w) con un rango de 0,5 Hz hasta 50 Hz. Las muestras
analizadas presentaron un predominio de G’ sobre G” (G’ > G”) en el rango de
frecuencia estudiado. Esto revela un comportamiento del sistema mas similar a
un sélido viscoelastico, donde las deformaciones son esencialmente elasticas y
recuperables (Rao, 1999). En la ilustracion 36 se observa la ausencia de un
punto de cruce entre los médulos G’y G”, comportamiento caracteristico de un
gel débil (Espinosa et al., 2014).

2000

G”(hPa)- G'(hPa)

s
e
. I
TA— e
. b ——

200

0,3 3 30

Frecuencia (Hz)
Mdadulo de almacenamiento 0% Mdadulo de almacenamiento 5%
Modulo de almacenamiento 10% ——Modulo de almacenamiento 20%
Madulo de pérdida 0% Madulo de pérdida 5%
Madulo de pérdida 10% ——Maédulo de pérdida 20%

llustracion 36 - Gréfica de los diferentes G’y G” de los alginatos con sulfadiazina argéntica con diferentes
concentraciones de carbonato de magnesio.

Teniendo en cuenta que el hidrogel ensayado presenta caracteristicas de
geles débiles y de geles fuertes, se considera incorrecto encuadrarlo dentro de
una sola clasificacion, por lo que concluimos que no es ni débil ni fuerte. Por otra
parte, el estudio del médulo de almacenamiento demostrd que el mismo no varia
considerablemente con el agregado del carbonato de magnesio a lo largo de
todo el rango de frecuencia. Los valores de G’ fueron levemente dependientes
de la frecuencia en las muestras (llustracién 37), es decir, no hubo incrementos
significativos con una frecuencia mas alta, o que sugiere que el gel puede
considerarse un gel tendiendo a ser fuerte, con comportamiento viscoelastico
poco dependiente de la frecuencia.
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llustracién 37 - Médulo de almacenamiento vs. frecuencia angular.

Respecto a los valores obtenidos y graficados del moédulo de pérdida (G”),
tampoco hubo incrementos significativos en los médulos de almacenamiento (G’)
con una frecuencia mas alta, lo que indica que el comportamiento viscoelastico
fue poco dependiente de la frecuencia (llustracién 38). Por otro lado, como la
pendiente con la cual disminuye G” es suficientemente pequefa, es posible
considerar que esta zona se aproxima a un comportamiento viscoelastico.
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llustraciéon 38 - Modulo de pérdida vs. frecuencia angular

Otra manera de describir el comportamiento de un material es visualizando
los valores de la tangente del angulo de desfasaje. Al observar la grafica
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(llustracion 39) se puede notar que los resultados de las mediciones en los
distintos hidrogeles se encuentran en valores intermedios entre cero y uno, por
lo que se puede concluir que el comportamiento de los geles es viscoelastico,
siendo el hidrogel con concentracién de carbonato de magnesio al 20% p/p el
gue mas se acerca al valor de cero (que puede estar relacionado con una
respuesta mas elastica) y diferenciandose significativamente de los demas
hidrogeles (Tabla 10).

0,5 -
0,45 A
0,4 -
—~ 0,35 ~
0,3 -
0,25 A
0,2 1
0,15 A

0,1 T T — T ——
0,3 3 30

Frecuencia angular (Hz)

tan (0

tan(d) 0% tan(d) 5% tan(d) 10% tan(d) 20%

llustracién 39 - Tangente del angulo de desfasaje vs. frecuencia angular.

Para visualizar los cambios producidos en el gel de alginato con SdP al
adicionar carbonato de magnesio, se evaluaron los mismos comparando las
medias de las variables G’, G” y tan(d) en los diferentes niveles de concentracion
mediante andlisis de varianza con LSD Fisher como test a posteriori. Se observa
gue no hay cambios significativos en los valores al adicionar carbonato de
magnesio, lo que representa un aspecto positivo, ya que el comportamiento
reoldgico del hidrogel no se ve afectado por la suplementacion de la sal, de modo
que no interfiere en las propiedades fisicas deseadas para el producto.

MgCOs G’ (HPa) G” (HPa) tan(o)

(% plp) X+s X+s X+s
0 1137 £ 272 A 322 +52 A 0,29 + 0,02 B
5 993 + 349 A 282+91 A 0,29+£0,01 B
10 1220 + 176 A 312+£0,71 A 0,26 £ 0,001 B
20 1320 £ 113 A 229+13 A 0,18 + 0,004 A

p-valor 0,6023 0,4029 0,0019

Tabla 11 - ANOVA de las mediciones reoldgicas a 1 Hz. Los valores en cada columna seguidos por una
letra diferente son significativamente diferentes (p < 0,05).
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5 - ANALISIS DE BIOCOMPATIBILIDAD
5.1 - Citotoxicidad

Los resultados del ensayo de citotoxicidad realizados sobre la formulacion
final del hidrogel fueron analizados y graficados empeando el software GraphPad
Prism 8.0.0. En la ilustracion 40 se puede comprobar que la citotoxicidad de la
formulacion final es de 51,32%, por debajo del valor preestablecido como limite
segun la norma ISO 10993. Sin embargo, segun los resultados obtenido, el
hidrogel de alginato con sulfadiazina y carbonato de magnesio es potencialmente
citotéxico. Esto puede deberse a la presencia de particulas conteniendo cation
Ag*, cuya toxicidad intrinseca depende del tamafio, forma, superficie, carga,
solubilidad y estado de aglomeracion de las mismas. Mas aun, algunas
investigaciones in vitro demuestran que dichas particulas son téxicas para las
células de mamifero, y su exposicion conlleva efectos inflamatorios, oxidativos y
genotoxicos (Avalos et al., 2013).

< Spy

llustracion 40 - Resultados de Ensayo MTT. En la parte superior e inferior figuran los controles positivos
(en azul) y negativos (en rosado). En la parte central (en amarillo), la inscripcién Hi2 muestra el extracto
de hidrogel a las 12 h.
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llustracion 41 - Resultados del ensayo de citotoxicidad. Los valores s emuestra como media + desvio
estandar. La categoria “Extracto” refiere al extracto obtenido de la incubacion por 12 h del hidrogel de
formulacion final.
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5.2 - Irritacién

Tras el periodo de exposicibn de 4 horas no se observaron cambios
significativos (edemas ni eritemas) en la piel de los animales, con excepcion del
Animal 2 en el cual se observd una muy leve irritacion (Tabla 12; llustracion 42),
la cual desaparecio transcurridas 48 h.

Sumatoria de Eritema y Edema

Caso 24 h 48 h 791 Calculo
Animal 1 0 0 0 0
Animal 2 1 0 0 1
Animal 3 0 0 0 0

Total 1

Tabla 12 - Puntuacion de los signos de irritacion registrados.

llustracion 42 - Ensayo de Irritacion en las diferentes horas. (A): Muestra del Hidrogel. (B): Control
Negativo (PBS).
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El célculo del indice de Irritacion Primario (1IP) se efectu6 teniendo en cuenta
los resultados obtenidos a partir de las 24 h tal como se plantea en la norma ISO
correspondiente. Se obtuvo un IPP de 0,11 lo que permitio clasificar al producto
final (Alginato 4% p/p suplementado con SdP 5% p/p y MgCO3z 5% p/p) como
una sustancia que no presenta potencial irritante.

6 - ANALISIS DE COSTOS

Para el analisis econdmico se tuvo en cuenta tres grupos de costos: insumos,
servicios y mano de obra (Tabla 13). El primer item contempla los gastos de
materiales generales, tales como materia prima y embalaje. Los servicios
contemplan los costos de analisis de caracterizacion del material realizados por
Gnica vez, como por ejemplo los ensayos reoldgicos, de biocompatibilidad o
microbioldgicos, asi como el disefio de embalajes. Por ultima, la mano de obra
contempla la remuneracion del profesional encargado del disefio y desarrollo del
producto.

Debe aclarase que se consideraron solo aquellos gastos inherentes al
desarrollo de este proyecto, sin contemplar otros gastos como servicio de
electricidad, agua, alquileres, equipos y herramientas o lineas de produccion,
controles de calidad exigidos por el organismo regulador, logistica, etc.

Cantidad / Categoria Concepto Valor Unitario  Valor Total
Unidad $) $)
8 gramos Insumos Alginato de Sodio 1 8
17 gramos Insumos CaCl 0,66 11
10 gramos Insumos SdP 90 900
10 gramos Insumos MgCOs3 0,15 1,15
1 unidad Insumos Embalaje 75 75
1 prestacién Insumos Disefio de embalaje 7284 7284
4 horas Servicios Reometria 20 80
1 ensayo Servicios Citotoxicidad 6000 6000
1 ensayo Servicios Sensibilizacion 25000 25000
1 ensayo Servicios Irritacion 11950 11950
1 ensayo Servicios CiM 700 700
480 horas Mano de Obra Hora I+D 162,5 78000
Total 130009

Tabla 13 - Analisis de costos inherentes al proyecto.

Respecto al ultimo inciso, los célculos se efectuaron estipulando a un
Ingeniero Biomédico como el profesional encargado de desarrollo y elaboracion
del producto. Asi, el Colegio de Ingenieros Especialistas de Cérdoba establece,
para un ingeniero recién recibido y sin experiencia, un sueldo minimo de
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$260002% por mes de trabajo en investigacion y desarrollo (I+D), por lo que
considerando una semana laboral de 40 horas, se determina que el precio por
hora de trabajo es de $162,5.

Como se puede constatar, el valor de inversion inicial para la realizacion de
un producto como el desarrollado en este proyecto integrador es de $130009. Si
bien los costos de I+D son elevados, los mismos se suelen distribuir en el
producto final o bien se amortizan a largo plazo.

Por ultimo, se prevé una presentacion final del producto en pomada de 200 g
constituida por una solucién de alginato de sodio al 4% p/p, suplementada con
SdP y MgCOs al 5% p/p. El producto vendria acompafiado con 10 apdsitos de
10 cm x 10 cm humedecidos con 5 mL de CaCl> 3 M cada uno. Bajo esta
presentacion, se estima el costo unitario del producto en $920,15 (Tabla 14). Sin
embargo, debe notarse que este calculo no contempla a la escalabilidad, siendo
esta un factor atenuante esencial.

Producto Final (x 200g, sin embalaje)

Alginato de sodio 4% p/p $ 8,00
Sulfadiazina de Plata 5% p/p $ 900,00
Carbonato de magnesio 5% p/p $1,15

10 apositos con 5 mL de Cloruro de calcio 3 M $ 11,00

Total $920,15

Tabla 14 - Detalle de composicion y costo de producto final.

2 http://www.ciec.com.ar/sitio/aranceles.php
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CONCLUSIONES

Como resultado del proyecto integrador se obtuvo un hidrogel a base de
alginato capaz de absorber el exudado de una ulcera diabética gracias a la
adicién de carbonato de magnesio, y con capacidad antiséptica debido a la
adicion de sulfadiazina de plata. De esta manera no sélo se cumple con el
objetivo principal planteado, sino que ademas se obtiene un producto apto para
ser empleado como soporte en UPD, permitiendo una efectiva y mejor curacion
del cuadro clinico.

En relacion a los objetivos especificos, se logré6 determinar las
concentraciones optimas de los reactivos mediante el anadlisis de propiedades
estructurales para formular un hidrogel base. Ademas, se logr6é suplementarlo
con un agente bacteriostatico e higroscopico y evaluar su comportamiento
reologico. Finalmente, fue necesario analizar las propiedades citotoxicas e
irritantes del producto final segun Norma de evaluacién biologica para
dispositivos médicos, ISO 10993, donde se comprobd el moderado potencial
citotéxico y el bajo indice de irritacién primaria, dando como resultado un hidrogel
no irritante.

Si bien los objetivos generales y especificos planteados fueron cumplidos
satisfactoriamente, se presentaron, en la realizacion de los ensayos, ciertas
dificultades, como la falta de practica en las técnicas aplicadas, falla en las
concentraciones y tiempos utilizados, e inconvenientes en la adquisicion de
determinados reactivos.

Por otra parte, no seria apropiado dar por finalizada la tarea de encontrar un
producto de alta calidad para la mejora de la calidad de vida de las personas, por
lo que se proponen mejoras a futuro, tales como:

- Desarrollo de formas de uso, tales como apdésitos, de manera que la
aplicacion del hidrogel de alginato con sulfadiazina de plata y carbonato de
calcio junto con el gelificante no implique incomodidad al paciente, y se
pueda realizar con el menor requerimiento de personal especializado
posible.

- Ampliar y profundizar los estudios y ensayos realizados sobre el hidrogel,
con el fin de optimizar las diferentes concentraciones y estudiar posibles
agregados para aumentar la eficacia del producto.

- Profundizar la investigacion sobre los efectos adversos de la plata y su
aplicacién en productos topicos.

- Investigar y profundizar el aspecto de biocompatibilidad del producto, para
mejorarlo y evitar posibles lesiones a los pacientes, considerando la
posibilidad de realizar ensayos in vivo.

- Realizar ensayos clinicos en pacientes con UPD a fin de corroborar el
correcto funcionamiento del producto e incorporar mejoras de ser
necesario.
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Por altimo, a nivel personal, la realizacion de este proyecto requirié integrar
conocimientos de diferentes campos con el fin de encontrar soluciones a
problemas relacionados con la prevencion y promocion de salud de la poblacién;
proceso que, si bien en un principio significd6 un gran desafio, al final se
transformé en una experiencia sumamente enriquecedora. Esperamos que el
futuro los resultados de este proyecto deriven en el desarrollo de nuevos
productos que brinden soluciones practicas y permitan mejorar la calidad de vida
de las personas que padecen complicaciones derivadas de la diabetes.
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ANEXOS

ANEXO 1 - TIPOS DE APOSITOS DISPONIBLES PARA HERIDAS

Precauciones /

Tipo Acciones Indicaciones / Uso - .
Contraindicaciones
Absorber fluidos. Heridas con exudado de No utilizar en heridas
Fomentar el moderado a alto. secas/ necréticas.
desbridamiento Presentaciones para Utilizar con cuidado en
Alginatos/CMC autolitico. cavidades. tejido friable (puede causar
Control humedad. Presentacion combinada hemorragia).
Adaptabilidad al con plata para actividad No presionar las heridas
lecho de la herida. antimicrobiana. cavitadas
Heridas con exudado de
., Lo moderado a alto.
Absorcion de liquido. . . .
Presentaciones para No utilizar en heridas
Control de la . o
cavidades en forma de secas / necréticas o en
Espumas humedad. . .
iy tiras o cinta aquellas con exudado
Adaptacion al lecho . . L
A Versiones de baja minimo.
de la herida. .
adherencia para
pacientes con piel fragil.
Rehidratar la herida. Heridas descamadas
Fomentar el con exudado moderado.  Puede causar dolor tirante
Miel desbridamiento Heridas colonizadas de (efecto osmético).
autolitico. forma critica o signos Sensibilidad conocida.

Antimicrobiano.

clinicos de infeccién.

Absorber liquido.
Fomentar el
desbridamiento
autolitico.

Hidrocoloides

Heridas limpias,
exudado de bajo a
moderado.
Presentacion combinada
con plata para actividad
antimicrobiana.

No utilizar en heridas
secas / necréticas o con
exudado elevado.
Puede fomentar la
sobregranulacion.
Puede causar maceracion.

Rehidratar la herida.

Heridas secas, exudado

No utilizar en heridas con

Control de la .
de bajo a moderado. exudado elevado o cuando
. humedad. , . . L
Hidrogeles Fomentar el Presentacion combinada se sospecha infeccion
. . con plata para actividad anaerobica.
desbridamiento o : e
o antimicrobiana. Puede causar maceracion.
autolitico.
Heridas colonizadas de No utilizar en tejido seco
Accién forma critica o signos necrético.
Yodo - . clinicos de infeccion. Sensibilidad conocida.
antimicrobiana. . .
Heridas con exudado de Se recomienda el uso a
leve a elevado. corto plazo.
Proteger el Heridas con exudado de
Silicona crecimiento de tejido. leve a elevado. Puede secarse si se deja
contacto de Atraumatica para la Utilizar como capa de colocado demasiado
baja piel perilesional. contacto en heridas tiempo.
adherencia Adaptable al contorno superficiales con Sensibilidad conocida.

del cuerpo.

exudacion leve.
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Heridas con exudado de
leve a elevado.
Heridas colonizadas de

No utilizar en heridas

Accion . . i
PHMB - _ forma critica o signos secas / necréticas.
antimicrobiana. . . . o .
clinicos de infeccién. Sensibilidad conocida.
Puede requerir un
aposito secundario.
Heridas malolientes (por
Control del (p . .
. L el exceso de exudacion). No utilizar en heridas
olor (carbon Absorcion del olor. .
) Puede requerir secas.
activado)

antimicrobianos.

Moduladores

de proteasas.

Control activo y
pasivo de los niveles
de proteasa en la

Heridas limpias que no
progresan.

No usar en heridas secas
o en aquellas con escaras
similares al cuero.

herida.
Heridas criticas
colonizadas o con signos
de infeccion. Sensibilidad conocida.
Plata Accién Heridas con exudado de Interrumpir tras dos
antimicrobiana. leve a elevado. semanas si no hay mejoria
Presentacion combinada y volver a evaluar.
para una mejor
absorcion.
Aposito primario sobre . .
Control de la p P - No utilizar en pacientes
heridas superficiales con . L L
humedad. -, con piel fragil / perilesional
. . exudacion leve. .
Pelicula de Barrera bacteriana a . comprometida
. . Aposito secundario o .
poliuretano transpirable No utilizar en heridas con

transparente (permite
ver la herida)

sobre alginato o hidrogel
para la rehidratacion del
lecho de la herida.

exudacién de moderada a
elevada.
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ANEXO 2 - CURVAS DE CALIBRACION DE AzUL DE METILENO
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ANEXO 3 - EScALA DE MCFARLAND
BaCl, 0,048 M H2S040,36 M Volumen

N (mL) (mL) Final m) ~ Colulas mL™
05 0,05 9,95 10 15 x 10°
1 0.1 9.9 10 3 x 108
2 0,2 9.8 10 6 x 108
3 03 9.7 10 9 x 108
4 0.4 9,6 10 12 x 108
5 05 9,5 10 15 x 108
6 0,6 9.4 10 18 x 108
7 0,7 9.3 10 21 x 108
8 08 9,2 10 24 x 108
9 0,9 9.1 10 27 x 108
10 1 9 10 30 x 108
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