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RESUMEN

Se sintetizaron hidrogeles de PAAm y poli(AAm-co-AAc), variando el solvente (agua y
etanol 80 % v/v) y la proporcion relativa de monémeros de AAm/AAc (90/10, 80/20,
60/40) durante la sintesis. Mediante la caracterizacion por FT-IR-ATR se comprobo la
incorporacion del comondmero de AAc en la estructura de la red. Ademas, mediante la
determinacion gravimétrica de la absorcion de agua desionizada se observo que un
aumento en la proporcion alimentada de un mondmero i6nico como lo es el AAc
incrementa el caracter hidrofilico de la red polimérica. Destacando que los hidrogeles
sintetizados en etanol 80 % v/v presentaron un mayor porcentaje de agua absorbida en el
equilibrio en comparacién a los hidrogeles sintetizados en agua para todas las
composiciones de AAm/AAc evaluadas, por lo que el uso de etanol derivo en hidrogeles
superabsorbentes. Sin embargo, luego del proceso de secado estos adoptan la forma de
peliculas semitransparentes, originado por una baja reticulacion en el material. Por
ultimo, los hidrogeles de PAAm y poli(AAm-co-AAc) a una proporcion de AAm/AAc
60/40 sintetizados en agua y etanol 80 % v/v, fueron cargados con Cefepima para
estudiar la inhibicion de estos sistemas frente a la cepa de Pseudomona spp.
Observandose que los sistemas PAAm-Cefepima (sintetizado en agua) y poli(AAm-co-
AAc)-Cefepima presentaron una buena actividad inhibitoria frente a la cepa,
corroborando de esta manera la elucion del farmaco hacia el medio microbiano mediante
la formacion de halos de inhibicion. Los resultados de la actividad antimicrobiana de
estos sistemas farmaco-polimero lo postulan como buenos candidatos para utilizarse en
el sector biomédico en aplicaciones como apositos o implantes, ya que ademas de
presentar una buena capacidad de absorcion y liberacion de medicamentos, brindan una
consistencia elastica que imita el tejido y la piel, aunado a eso se pueden regular sus
propiedades en funcién de la necesidad requerida.



INTRODUCCION

Los polimeros son macromoléculas conformadas por la union de un gran ndmero de
unidades quimicas repetitivas 0 moléculas mas pequefias (denominadas, mondmeros)
que se enlazan entre si a partir de uniones covalentes, mediante reacciones de
polimerizacion. De acuerdo con el arreglo de los monoémeros, los polimeros se pueden
clasificar en homopolimeros, que se refieren a los polimeros derivados de una sola
especie de mondémeros y en copolimeros, los cuales estan constituidos por dos especies

de mondmeros diferentes (Hamley, 2004; Céaceres, 2011; Soto, 2012).

En los copolimeros, los mondmeros pueden distribuirse en una configuracion alternada,
en bloque o al azar, puesto que, dependiendo de los coeficientes de reactividad de cada
mondmero durante la copolimerizacion las secuencias de estos a lo largo de la cadena
pueden variar. Los copolimeros al azar son aquellos, cuyas unidades repetitivas se
colocan a lo largo de la cadena polimérica de forma aleatoria, a su vez los polimeros
alternados, como su nombre lo indica; son aquellos cuyos mondmeros se disponen de
forma alternada. Mientras que los copolimeros en bloque se forman por combinacion de
tramos de cadena de un mondémero seguido por tramos de otro mondémero (Hamley,
2004; Céceres, 2011 y Soto, 2012).

Polimeros hidrogeles

Los hidrogeles son polimeros hidrofilicos conformados por una red tridimensional que
tiene la capacidad de absorber agua u otros fluidos (Figura 1), aumentando
considerablemente su volumen hasta alcanzar el equilibrio fisicoquimico
(hinchamiento); formando a su vez compuestos elasticos, blandos, flexibles y que
ademas retienen una cantidad significativa de ese mismo fluido, pero sin disolverse. Este
tipo de materiales generan un gran interés, basicamente por su propiedad Unica de
exhibir un comportamiento intermedio entre los materiales sélidos y liquidos. Las
cualidades de los liquidos se deben a que el componente mayoritario de los hidrogeles es

el fluido que absorben, sin embargo, logran mantener su forma debido al



entrecruzamiento fisico o quimico de las cadenas del polimero (Peppas et al., 2000;
Katime et al., 2005; Benitez et al., 2015; Ramirez et al., 2016; Rojas de Gascue et al.,
2016; Zerpaetal., 2017 y Laya et al., 2017).

Hidrogel

Figura 1. Representacion del hidrogel (Buenger et al., 2012).

Los hidrogeles fisicos presentan una red polimérica tridimensional formada por uniones
débiles o que no son completamente estables (i6nicas o de tipo Van der Waals), dando
lugar a redes reversibles, es decir, aquellas que una vez formados (solucién-gel) pueden
sufrir una transicion inversa (gel-solucion), pero sin degradarse. En los hidrogeles
quimicos, las cadenas estan unidas por enlaces covalentes, originandose de esta manera
una red irreversible, en la que es necesario su degradacion para volver al estado de
solucidn inicial (Figura 2) (Jeong et al., 2012; Dragan, 2014).

hidrogel fisico
cadena polimérica

7,

grupos polares

hidrogel quimico

S5

Figura 2. Hidrogel fisico e hidrogel quimico (Dragan, 2014).

Los hidrogeles se pueden preparar a partir de mondmeros naturales como el quitosano o
monomeros sintéticos. Los hidrogeles fabricados con polimeros naturales no



proporcionan las suficientes propiedades mecénicas, sin embargo, estos aportan
propiedades muy importantes como son la biocompatibilidad y biodegradabilidad
inherente. Por otro lado, los hidrogeles sintéticos como los derivados de la
poliacrilamida (PAAmM), no tienen las propiedades bioactivas inherentes que presentan
los hidrogeles naturales, pero estos tienen estructuras bien definidas que pueden ser
modificadas para obtener las propiedades deseadas, como: la resistencia mecanica y
elasticidad de la red polimérica. Actualmente, estos materiales juegan un importante
papel en una amplia variedad de aplicaciones, como: la agricultura y acondicionamiento
de suelos, implantes, sistemas de administracion de farmacos y tratamiento de desechos;
donde la absorcion, retencién y liberacion controlada de fluidos es importante (Rojas de
Gascue et al., 2007; Reyes et al., 2012; Rojas de Géascue et al., 2012; De Souza et al.,
2014; Zerpa et al., 2017; Glowinska et al., 2019 y Jiménez et al., 2021).

Capacidad de absorcion de los hidrogeles
La propiedad absorbente de los hidrogeles es su caracteristica mas significativa (Figura
3) y depende de diversos factores que influyen en la retenciéon del fluido como, por

ejemplo, las interacciones solvente-polimero (Gonzélez, 2013).

!

Figura 3. Hidrogel hidratado e hidrogel deshidratado (xerogel) (Rojas de Géascue et al.,
2008).

Puesto que el hinchamiento es un proceso similar al de disolucion, en el caso de
polimeros reticulados (entrecruzados covalentemente) son las pequefias moléculas de

solvente las que en una fase inicial penetran la muestra del material hinchandolo y



formando un gel, sin embargo, en el caso de polimeros no reticulados, el proceso
continda hasta formar una verdadera disolucion en la que se encuentran separadas las

macromoléculas (Gonzalez, 2013).

Ademas de los aspectos caracteristicos de liquidos y sélidos que presentan los
hidrogeles, también pueden cambiar su estado drasticamente de un estado colapsado a
uno expandido y viceversa. Se ha observado la existencia de la transicion de fase en
hidrogeles de poliacrilamida parcialmente ionizada y entrecruzadas con N,N -
metilenbisacrilamida en mezclas binarias de acetona—agua, que al aumentar la
composicion de acetona ocurre un deshinchamiento del hidrogel. Dicha transicion de
volumen se puede observar cuando se modifica en su entorno alguna variable como: el
pH, la concentracion de iones, composicion del solvente, campo eléctrico y temperatura
(Figura 4) (Tanaka y Ricka, 1984).

Colapsado Expandido
Macroscépico:
Medio acuoso
ey
T, pH, [iones]... —~a /
Mi o . A\ ) \"/
icroscopico: A / ‘
pi L&
= -
N

Figura 4. Representacion de un hidrogel colapsado y expandido.

El grado de hinchamiento depende fundamentalmente de la interaccién que tenga el
polimero con el disolvente y del grado de reticulacion del material polimérico (a mayor
reticulacion, menor hinchamiento). Un polimero es soluble en ciertos solventes debido a
la entropia combinatoria, es decir, al desorden que se crea en el proceso de disolucion y
especialmente en los efectos energéticos o interacciones intermoleculares. Si la
interaccion entre las moléculas de los dos componentes es igual o superior a la

interaccion entre las moléculas en cada componente se producira una mezcla o



disolucion, si no es asi, las moléculas afines tenderdn a unirse o aglomerarse formando
dos fases (Gonzélez, 2013).

Los hidrogeles de poliacrilamida presentan una capacidad muy alta para absorber agua,
son permeables al oxigeno, poseen buena biocompatibilidad y suficiente hidrofilicidad.
Sin embargo, tienen baja estabilidad hidrolitica y resistencia a la traccion. Por tal
motivo, la copolimerizacion con un monémero adecuado es la técnica preferida por los
investigadores para modificar o mejorar las propiedades de estos hidrogeles. La
presencia de grupos funcionales capaces de ionizar, como los 4cidos carboxilicos (acido
acrilico) aumenta la hidrofilicidad del polimero, lo que resulta en una mayor absorcion
de agua (Rojas de Gascue et al., 2010; De Souza et al., 2014 y Zerpa et al., 2017).

Tomar et al., 2007, sintetizaron hidrogeles superabsorbentes a base de poli(acrilamida-
co-acido acrilico) mediante radiacion gamma en una proporcién de 15 kGy, la cantidad
de acrilamida estuvo comprendida en el intervalo de (30 a 70) % m/m en la alimentacién
comonomeérica. La capacidad de absorcion de los hidrogeles varié significativamente por
el cambio del contenido de acrilamida; cuando la cantidad de PAAm estuvo en el
intervalo de 39 % m/m, la capacidad de absorcién de agua en equilibrio fue
considerablemente mayor, ademas caracterizaron los hidrogeles mediante microscopia

electronica de barrido (Figura 5) (Tomar et al., 2007).



Figura 5. Micrografia del hidrogel de poli(acrilamida-co-acido acrilico) con una
proporcion de (a) 39 % de acrilamida y (b) 64 % de acrilamida (Tomar et al., 2007).

Los autores observaron para el hidrogel sintetizado con una proporcion de 39 % m/m de
AAmM una estructura microporosa y un numero considerable de poros de gran tamafio
(Figura 5a), de acuerdo con el mayor grado de hinchamiento mostrado por estos
hidrogeles. Mientras que, los sintetizados a una concentracion de 64 % m/m de
acrilamida, exhibieron cierta rugosidad, de acuerdo con el menor hinchamiento

presentado (Figura 5b) (Tomar et al., 2007).

Coincidiendo con estos resultados, Nesrinne y Djamel, quienes sintetizaron hidrogeles
de PAAm y poli(AAm-co-AAc) a una composiciéon de AAm/AAc 60/40 y 40/60. Los
copolimeros se caracterizaron por mediciones de hinchamiento en agua desionizada y
solucion salina, donde los hidrogeles que tenian un mayor contenido de acido acrilico

exhibieron un aumento en su absorcion (Figura 6) (Nesrinne y Djame, 2017).
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Figura 6. Isoterma de hinchamiento de los hidrogeles en: a) agua desionizada y
b) solucion salina (Nesrinne y Djame, 2017).

Este comportamiento fue atribuido al hecho de que a medida que aumenta la
concentracion de acido acrilico, el nmero de grupos carboxilatos (COQ") a lo largo de
las cadenas macromoleculares también incrementa, provocando una mejora en la
relajacion de la cadena, debido a la repulsion electrostética entre los grupos de COO
(Nesrinne y Djame, 2017). Para todas las muestras el nivel de absorcion de agua
desionizada fue aproximadamente 5 veces mayor que el de solucién salina, este
fendmeno resulto del efecto de contraion de Na* alrededor del polimero, que indujo un
colapso de su red interna. La concentracion de iones contrarios (es decir, iones Na*) es
tan alta que se condensan alrededor de las cargas fijas de COO", lo que provoco una
disminucion de las fuerzas repulsivas entre los grupos de COO™ a lo largo de la cadena
polimérica y, por lo tanto, la capacidad de absorcion fue menor en solucién salina. Cabe
resaltar que estos hidrogeles fueron altamente sensibles al pH, por lo tanto, los autores
consideraron que los hidrogeles de poli(AAm-co-AAc) tendran una aplicacion

prometedora en el uso farmacéutico y en biomateriales (Nesrinne y Djame, 2017).

Efecto del solvente en las propiedades de los hidrogeles

El solvente tiene un papel importante, cuando se producen hidrogeles poliméricos, en
términos de estructura y morfologia de la red tridimensional. El trabajo de investigacion
de Pal y colaboradores (2017), exploré el posible uso del hidrogel de poliacrilamida

como absorbente efectivo para la eliminacion de hierro de las soluciones industriales de



MDEA (3,4-metilendioxietilamfetamina). El hidrogel de PAAm se preparé utilizando 4
solventes diferentes: metanol, etanol, DMSO (dimetil sulféxido) y agua desionizada
(Figura 7). El hidrogel de PAAm preparado con agua fue considerado por los autores el
mejor para la eliminacion de hierro, ya que present6 la mayor absorcién en comparacion

con otros solventes orgénicos (Pal et al., 2017).

(a)

© (d)
Figura 7. Hidrogel de PAAm, usando como solvente: a) metanol, b) etanol, c) DMSO y

d) agua (Pal et al., 2017).

Cornejo y colaboradores (2013), estudiaron el efecto de la composicion de los hidrogeles
formados por N-isopropilacrilamida y acido itaconico (NIPA/AI) e hidrogeles de acido
acrilico y acido itaconico (AAc/Al), utilizando como solventes agua y metanol. Los
autores polimerizaron varias formulaciones; usando como solvente agua obtuvieron
hidrogeles de AAc/Al 75/25 a una temperatura de 40 °C y NIPA/Al 82/18 a 25°C,
mientras que, en metanol a 40 °C lograron sintetizar el hidrogel de NIPA/AI 75/25. En la
Figura 8, se observa que el hidrogel sintetizado a 40 °C utilizando como solvente
metanol presentd una mayor absorcion de agua que los hidrogeles sintetizados utilizando
como solvente agua. Este comportamiento lo atribuyeron a que el metanol es
considerado mejor disolvente de la NIPA que el agua y cuando se llevé a cabo la
polimerizacion, el hidrogel que se formd tuvo una estructura mas abierta (poros mas

grandes) (Cornejo et al., 2013).
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Figura 8. Grado de hinchamiento de los hidrogeles a una temperatura de 37 °C (Cornejo
etal., 2013).

Moreno y colaboradores, sintetizaron hidrogeles de poliacrilamida y poli(acrilamida-co-
metil metacrilato), poli(AAm-co-MMA), en diferentes solventes (agua desionizada,
dioxano 50 % v/v y etanol 80 % v/v). La sintesis de hidrogeles en un solvente como el
etanol proporciona un producto libre de agentes pirogénicos, lo que es importante para
aplicaciones biomédicas, ya que los agentes pirogénicos originan infecciones. Un
aspecto importante fue que los hidrogeles sintetizados en etanol 80 % v/v exhibieron
mayor hinchamiento en agua que los sintetizados en agua y dioxano 50 % v/v (Figura 9)
(Romero y Farias, 2014 y Moreno et al., 2017).
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Figura 9. (a) Isoterma de hinchamiento de los hidrogeles de poliacrilamida sintetizados
en agua, dioxano 50 % v/v y etanol 80 % v/v (b) Hinchamiento en el equilibrio de todos
los hidrogeles en funcion de la proporcién de AAm en la alimentacion (Moreno et al.,
2017).
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Otros autores, sintetizaron hidrogeles de poliacrilamida utilizando como solvente
mezclas de agua/etanol 80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70 y 20/80. Los hidrogeles
obtenidos con relaciones agua/etanol 70/30 y 60/40 fueron los que alcanzaron mayores
indices de absorcion. Ademas, fueron caracterizados mediante microscopia electrénica
de barrido para determinar como influye el disolvente en la morfologia, concretamente
en el tamafio de los poros y por tanto su influencia en el proceso de hidratacion. Los
autores observaron que para los hidrogeles obtenidos con relaciones de agua/etanol
70/30 y 60/40 los tamafios de poros fueron significativamente mayor, especialmente el
hidrogel obtenido con relacion 60/40, por lo que existe una relacién directa entre el
tamarfio de los poros y la capacidad de absorcion (El-Halad et al. 2020).

De igual forma, Garcia y Cortés (2014) sintetizaron hidrogeles de poliacrilamida en
diferentes soluciones de etanol y determinaron su capacidad de absorcion de agua, los
hidrogeles sintetizados a una concentracion de 15 % de etanol presentaron el mayor
indice de hidratacion. Ademas, la rapidez de absorcion de agua fue incrementada por la
presencia de “espacios libres” generados por el alcohol dentro del hidrogel formados
durante el proceso de polimerizacién. Los autores confirmaron la formacion de los
mencionados espacios libres al comparar el tamafio de los xerogeles obtenidos después
del proceso de secado, ya que al introducirlos en etanol absoluto el tamarfio del hidrogel
de PAAmM sintetizado en agua disminuy6 solo un poco, mientras que los hidrogeles
sintetizados en las diferentes soluciones de etanol cambian drasticamente su tamafio y
cuando se secan a temperatura ambiente a medida que la proporcion de etanol en la
mezcla inicial de reaccion se incrementd, el xerogel obtenido se secé en forma pelicula
delgada semitransparente, perdiendo su forma cilindrica obtenida durante la sintesis
(Figura 10) (Garcia y Cortés, 2014).
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E

Figura 10. Apariencia fisica de los hidrogeles en funcion de la composicion de etanol en
la solucion de pregel: a) agua, b) 5 %, ¢) 10 % d) 15 % (Garcia y Cortés, 2014).

Aplicacion de los hidrogeles en biomedicina

Los hidrogeles son materiales ideales para diversas aplicaciones biomédicas, por su gran
parecido con el tejido vivo han sido ampliamente utilizados en el desarrollo de vendajes
para cicatrizacion de heridas, protesis, lentes de contacto e ingenieria de tejidos, hasta la
administracion y liberacion sostenida de farmacos (Ganji et al., 2010 y Soleimanpour et
al., 2022).

Moreno y colaboradores, estudiaron la carga de ciprofloxacina en hidrogeles de
polil(AAm-co-MMA) a diferentes composiciones de AAm/MMA 90/10, 80/20, 70/30 y
60/40, sintetizados utilizando como solvente dioxano 50 % v/v. Reportaron un aumento
en el contenido de Ciprofloxacina cargada con el incremento de metil metacrilato para
los hidrogeles evaluados, dicho comportamiento lo atribuyeron a una interaccion
preferencial del farmaco con el comonomero metil metacrilato. Estos estudios fueron
realizados con el fin de utilizar los hidrogeles en el sector biomédico en combinacién
con perlas de poli(metil metacrilato) para coadyuvar el desempefio del cemento 6seo
actual (Moreno et al., 2017).
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Otra &rea en que los hidrogeles se aplican eficientemente es en el vendaje de las heridas,
los apdsitos a base de hidrogel son materiales importantes para el cuidado de lesiones, ya
que no poseen toxinas, proporcionan un ambiente que previene la resequedad de la
herida, reducen la penetracion de bacterias, evitan pérdidas de calor, agua, proteinas y
glébulos rojos, ademas de que promueven una rdpida cicatrizacion (Pamfil et al., 2017 y

Soleimanpour et al., 2022).

Pamfil y colaboradores, sintetizaron hidrogeles sensibles al pH de 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA) y coldgeno modificado con anhidrido citracénico (C-CA)
utilizando como iniciador persulfato de amonio (APS). Determinaron la actividad
antibacteriana de los hidrogeles cargados con ciprofloxacina (CF) frente a Estafilococo
aureus (Pamfil et al., 2017).

Figura 11. Ensayo antibacteriano de los hidrogeles cargados con CF frente a
Estafilococo aureus (Pamfil et al., 2017).
Los resultados mostraron una buena actividad antimicrobiana contra la cepa, los autores
acotaron que todos los sistemas se comportan como matrices poliméricas convenientes
para sistemas de administracion de farmacos, asimismo, establecieron que tanto los
perfiles de absorcién como la liberacién del antibiético de estos hidrogeles son sensibles
al pH, por lo que estos materiales poseen caracteristicas Utiles para la ingenieria de

tejidos, especialmente como apositos (Pamfil et al., 2017).
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Considerando que los hidrogeles han sido usados ampliamente en el &rea biomédica en
aplicaciones como protesis y apositos por la gran similitud que tienen estos materiales
poliméricos con los tejidos vivos, ademas de, su ya mencionada capacidad de absorber y
liberar medicamentos se plante6 en el presente trabajo de investigacion estudiar la
sintesis de hidrogeles de poliacrilamida y poli(acrilamida-co-acido acrilico) a diferentes
composiciones de AAm/AAc 90/10, 80/20 y 60/40 utilizando agua y etanol 80 % v/v
para estudiar el efecto del solvente sobre las propiedades finales del polimero, mediante
caracterizaciones por FT-IR-ATR, capacidad de absorcidn, pardmetros cinéticos y
microscopia Optica. Ademas, los hidrogeles fueron cargados con Cefepima (antibidtico)
y a través de la técnica de difusion en agar se evalud la liberacion del farmaco frente a la

cepa de Pseudomona spp. mediante la formacion de halos de inhibicion.



METODOLOGIA

Reactivos

Para la sintesis de los hidrogeles se utilizaron: monomeros de acrilamida (Scharlau) y
acido acrilico (99 %) (LIPESA). El agente entrecruzante N,N’-metilenbisacrilamida
(Riedel de Haén), iniciador persulfato de amonio (Riedel de Haén) y como solventes
soluciones de etanol (MERCK) al 80 % v/v y agua desionizada. Las estructuras de los

reactivos se observan en la Figura 12.
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Figura 12. Estructuras de los reactivos utilizados en la sintesis de los hidrogeles.

Sintesis de los hidrogeles

Se sintetizaron hidrogeles de poliacrilamida y poli(acrilamida-co-acido acrilico), via
radicales libres y en solucién, variando la proporcion relativa de monomeros AAm/AAc
(90/10, 80/20, 60/40 % m/m) y empleando como solventes etanol 80 % v/v y agua
desionizada. Aclarando, que en un principio los hidrogeles a sintetizar de AAm/AAc
eran 90/10 y 60/40 % m/m, sin embargo, se queria observar el comportamiento de un
hidrogel sintetizado entre ambas proporciones (AAm/AAc 80/20 o 70/30 % m/m) siendo

escogida la AAmM/AAc 80/20 % m/m. Las cantidades necesarias de monomeros se
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encuentran descritas en la tabla 1, mientras que las cantidades de agente entrecruzante
(NNMBA) e iniciador (PSA) se mantuvieron constantes. Los monoémeros y el agente
entrecruzante se disolvieron en un tubo de ensayo con 8 ml del solvente escogido (agua
0 etanol), seguidamente las soluciones fueron sometidas a sonicacion durante 10
minutos, para garantizar la homogeneidad. Simultdneamente, en otro tubo de ensayo se
disolvio el iniciador en 2 ml de agua desionizada y se agreg6 a la mezcla inicial (de
monomeros y agente entrecruzante), la cual se agitd y colocd inmediatamente en un
bafio de aceite precalentado a una temperatura de 60 °C, bajo una atmaosfera de nitrégeno
(Figura 13) durante 3 horas, donde se tuvo que ajustar la temperatura en varias
ocasiones, ya que fluctuaba en el caso de los hidrogeles sintetizados con etanol al 80 %
v/v (Moreno et al., 2017).

Tabla 1. Proporciones de los mondmeros que se utilizaron en la sintesis a 60 °C.

AAmM/AAc (% m/m) AAm (g) AAc (9)
100/0 2,0000 0,0000
90/10 1,8000 0,2000
80/20 1,6000 0,4000
60/40 1,2000 0,8000

*Las masas de NNMBA = 0,02 g y PSA = 0,01 g, se mantuvieron constantes en todas las sintesis.

Figura 13. Esquema representativo del montaje para la sintesis de los hidrogeles.

Luego de obtener los hidrogeles, se extrajeron de los tubos de ensayo y se cortaron con
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ayuda de hilo de nailon en forma de discos. Posteriormente, los geles se sumergieron en
agua desionizada donde se les realiz6 lavados diariamente durante 7 dias, esto con la
intencion de que el producto quede libre de sustancias residuales. Por ultimo, las
pastillas se dejaron secar a temperatura ambiente hasta que alcanzaron su estado

deshidratado, denominado xerogel (Figura 14).

Figura 14. a) Hidrogel sintetizado b) Extraccion del hidrogel del tubo de ensayo
c¢) Hidrogel cortado en forma de discos y d) Pastillas de xerogel.

Caracterizacidbn mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de
fourier (ft-ir) con dispositivo de reflectancia total atenuada (atr)

El xerogel se analiz6 directamente en el espectrofotometro Perkin Elmer modelo
Frontier utilizando el accesorio ATR entre 4000 cm™ y 700 cm™ a una resolucién de 2

cm™ y 24 barridos.

Caracterizacion de la capacidad de absorcion de agua

El estudio de absorcion se llevo a cabo en agua desionizada a temperatura ambiente,
midiendo gravimétricamente la absorcion de agua por parte del hidrogel. A intervalos
establecidos de tiempo se sumergié una pastilla cilindrica (0,1000 + 0,0001) g en un
recipiente con 80 ml de agua desionizada, luego se extrajo y se secO cuidadosamente con
papel absorbente de forma superficial para registrar la masa (Figura 15). Los primeros
10 min las mediciones se realizaron cada 1 min, luego cada 5 min hasta los 20 min,
después cada 10 min hasta llegar a los 40 min, seguidamente cada 20 min hasta los 140
min, posteriormente cada 30 min hasta los 260 min y finalmente cada 24 horas durante 5
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dias, donde se observo una masa constante. EI procedimiento se realizo por triplicado y
luego que se obtuvo la variacion de la masa en funcion del tiempo, se procedio a
determinar el grado de hinchamiento y los parametros cinéticos propuesto por Schott
(Schott, 1992 y Benitez et al., 2015).

Figura 15. Esquema de la cinética de hinchamiento de los hidrogeles.

El porcentaje de hidratacion o indice de hinchamiento % H se determind aplicando la

ecuacion 1.

% H= (m m) %100 [Ec. 1]

m,

De manera similar, se determind el porcentaje de agua absorbida % W de la siguiente

manera (Ec. 2).

% = (= mm°) %100 [Ec. 2]

En ambos casos m es la masa del hidrogel a un tiempo t y m, es la masa del gel seco
(xerogel). A partir de los valores obtenidos de % H calculados en funcion del tiempo, se

lograron construir isotermas de absorcion a temperatura ambiente (Katime, et al., 2004).
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Determinacion de los parametros cinéticos de absorcién de agua
Schott propuso una ecuacion cinética de segundo orden (Ec. 3), que describe con
precision la capacidad de absorcion de los hidrogeles a largos periodos de tiempo y
elevados porcentajes de hidratacion:

t 1 1

= t + Ec. 3
%W %W, |k %W?2 [Ec. 3]

donde % W es el porcentaje de agua a un tiempo t; % W,, es el porcentaje de agua

cuando se alcanza el equilibrio y k es la constante de rapidez de absorcién (Schott, 1992
y Benitez et al., 2015).

Caracterizacion por microscopia optica (mo)

Los hidrogeles se hidrataron (el tiempo para obtener buenas imagenes fue optimizado en
1 hora), luego se cortaron cuidadosamente pequefios fragmentos y se observaron sin
procesamiento adicional en el microscopio éptico (MO) digital AIGO EV 5610 con
aumentos de 4x, 10x y 40x. Posteriormente, con el software de analisis grafico
Digimizer y utilizando una micrografia de escala con dimensiones conocida se logré
estimar la superficie medida. Luego que se establecio el valor unitario se analiz6 cada
micrografia por separado, trazando el contorno de cada poro manualmente (se realizaron

alrededor de 50 medidas de poros).

Carga del farmaco

Se preparo la solucion disolviendo el farmaco Cefepima solido en agua desionizada
hasta una concentracion de 10 mg/ml. Posteriormente, se sumergieron 0,05 g del xerogel
en 8 ml de la solucion del antibidtico durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se
extrajeron los hidrogeles para dejarlos secar a temperatura ambiente durante dos

semanas en oscuridad hasta que se registr6 una masa constante.

Actividad antimicrobiana

Se llevo a cabo la técnica de difusion en agar, utilizando la cepa de Pseudomona spp. El
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estudio consistio en colocar los xerogeles cargados con el antibidtico en una cépsula de
Petri, la cual contenia agar Miller-Hinton y estaba inoculada con la suspension
bacteriana de concentracién conocida (1,0x10® células/ml), preparada por comparacion
con el patrén de referencia Mc Farlan 0,5. Seguidamente, la placa se incub6 a 37 °C por
un periodo de 24 horas. Cabe mencionar que, como blancos se utilizaron hidrogeles sin
farmaco y para comprobar la eficacia del método se utilizaron discos de muestra
referencial de inhibicion de Cefepima (30 pg/ml). El factor para determinar si el material
present6 o no propiedades bactericidas fue la formacion de halos de inhibicion alrededor
de las muestras, como resultado de la interrupcion del crecimiento microbiano (Figura
16).

Halo de inhibicion

Figura 16. Halo de inhibicion (Jurado y Jarrin, 2015).



RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos de las sintesis y diferentes
caracterizaciones a los hidrogeles de PAAm y poli(AAm-co-AAc). En primera instancia
se discuten los resultados sobre la sintesis y caracterizacion mediante FT-IR-ATR,
seguido de la apariencia fisica de estos polimeros. Luego se presentan los resultados
obtenidos de la capacidad de absorcion, parametros cinéticos propuestos por Schott y la
microscopia éptica realizada a los hidrogeles de PAAm sintetizados en agua y el
copolimero de AAmM/AAc 60/40 % m/m sintetizado en agua y etanol 80 % v/v. Por
ultimo, se evalud la liberacién de Cefepima, un antibidtico, frente a la cepa de
Pseudomona spp. por parte de los hidrogeles de PAAmM y poli(AAm-co-AAcC) a una

composicion de AAm/AAc 60/40 sintetizados tanto en agua como en etanol 80 % v/v.

Sintesis y caracterizacion de los hidrogeles mediante espectroscopia infrarroja con
transformada de fourier

Los hidrogeles de PAAmM se sintetizaron mediante una reaccién de polimerizacion
radicalaria, cuyo proceso se lleva a cabo en 3 etapas (iniciacion, propagacion y
terminacion). La etapa de iniciacion involucra la formacion de una especie radical,
obtenida por la ruptura homolitica del iniciador, que en este caso fue el persulfato de
amonio a la temperatura de reaccion (60 °C), ya que a esta temperatura se origina la
homolisis del enlace peroxido (O-O) dando origen a la formacion de dos radicales

sulfatos como se observa en la Figura 17 (Céaceres, 2011).
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Figura 17. Descomposicion térmica de una molécula de persulfato (Caceres, 2011).

Posteriormente, una vez que se originan las especies radicales, estas reaccionan con el

monomero por el doble enlace, formando cadenas activas y asi iniciar la etapa de
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propagacion, donde los mondémeros y el agente entrecruzante (NNMBA) se van
adicionando a la cadena que se propaga y formando el polimero reticulado en forma de
hidrogel (Figura 18). La terminacion puede ocurrir ya sea por el acoplamiento de dos

cadenas activas o el agotamiento del monomero (Caceres, 2011).
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Figura 18. Representacion de la formacidon del hidrogel de poliacrilamida.

Es de resaltar, que los hidrogeles fueron sintetizados bajo atmosfera de nitrégeno ya que
el oxigeno en la serie de hidrogeles sintetizados en etanol 80 % v/v tuvo una gran

influencia, afectando la polimerizacién y originando que no se formaran los hidrogeles;
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como se sabe el oxigeno es considerado un inhibidor en este tipo de reacciones, ya que
la cadena en crecimiento va a reaccionar con él, produciendo un radical de O que es
menos reactivo y reduciendo de esta manera la velocidad de propagacion. Por tal

motivo, es de suma importancia desplazarlo a través de desgasificado con nitrégeno.

Se realiz6 un analisis por espectroscopia infrarroja a los xerogeles con el fin de verificar
los diferentes grupos funcionales presentes en la estructura quimica del producto. En la
Figura 19 se observan los espectros FT-IR de los hidrogeles de PAAmM y en la tabla 2 la
asignacion de las bandas. Los hidrogeles de poliacrilamida sintetizados en agua y etanol
80 % v/v mostraron espectros de infrarrojo similares, concordando con los consultados
en la literatura (Benitez et al., 2011; De Souza et al., 2014 y El-Halah et al., 2020).
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Figura 19. Espectro FT-IR de la poliacrilamida sintetizada en agua y etanol 80 % v/v.

En la Figura 19 se observa en la zona de 3420 cm™ y 3180 cm™ una doble sefial ancha,
que fue asignada a los estiramientos simétricos y asimétricos de los enlaces N-H
caracteristico de las amidas primarias. Entre 2920 cm™ y 2850 cm™ present6 dos sefiales
asignadas al estiramiento simetrico y asimétrico C-H, de los grupos CH, presentes en la
cadena principal. Mientras que se observé una sefial referida al estiramiento del enlace
C=0 a 1647 cm™, junto con la sefial a 1605 cm™ que corresponde a la flexion del enlace
N-H. Ademas, en la region de 1448 cm™ se apreci6 una sefial perteneciente a la torsion
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del enlace C-H y otra a 1414 cm™ atribuida al estiramiento del enlace C-N. Por Gltimo,
entre 1300 cm™ y 1100 cm™ se observan otras sefiales provenientes de los estiramientos

de los enlaces C-H de la cadena principal.

Tabla 2. Principales bandas de absorcion del espectro FT-IR-ATR de la PAAmM

Numero de onda (cm™) Tipo de enlace Vibracion

3420 N-H Estiramiento simétrico
3180 N-H Estiramiento asimétrico
2920 C-H Estiramiento asimétrico
2850 C-H Estiramiento simétrico
1647 -C=0 Estiramiento
1605 N-H Flexion de tijeras
1448 C-H Torsion
1414 C-N Estiramiento

1300-1100 C-H (cadena principal) Estiramientos

De manera similar, se realiz6 el estudio de los grupos funcionales presentes en la
estructura quimica de los hidrogeles de poli(acrilamida-co-acido acrilico) sintetizados a
diferentes proporciones de AAm/AAc (90/10, 80/20, 60/40 % m/m) usando como
solvente etanol 80 % v/v. Los espectros de los hidrogeles copolimerizados mostraron
ademas de las bandas caracteristicas del grupo amida, desplazamientos de bandas
correspondientes a la incorporacion del comondmero de &cido acrilico en las cadenas del
respectivo polimero (Figura 20). Se registraron a 3300 cm™ y 3100 cm™ las tensiones
solapadas de los enlaces O-H (4cido) y N-H (amida). Asimismo, a 2920 cm™ se observé
la tension del enlace C-H, en los geles sintetizados a una composicién de 60/40 % m/m
AAmM/AAc esta sefial fue poco intensa en comparacién con los hidrogeles donde

predomina la acrilamida, debido a que la sefial se solapa con la del estiramiento O-H.
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Figura 20. Espectro infrarrojo de los hidrogeles sintetizados en etanol 80 % v/v
AAmM/AAc: PAAm, 90/10, 80/20 y 60/40.

Otros picos importantes fueron los observados entre 1700 cm™ y 1605 cm™
correspondientes a las tensiones solapadas del C=0 del 4cido (1700 cm™) y la amida
(1650 cm™), junto a la flexion del enlace N-H. Asimismo, a 1450 cm™ se observé la
torsion del enlace C-H la cual se mantuvo para todos los espectros estudiados.
Importante es la banda asignada al estiramiento del enlace C-N a 1416 cm™, donde a
medida que se aumenté el contenido de acido acrilico en la sintesis la banda de la AAm
va perdiendo intensidad ya que se va incrementando la sefial proveniente del

estiramiento C-O junto con la torsion del C-O-H (Gonzalez et al., 2012).

A partir de 1850 cm™ el espectro del hidrogel de poli(AAm-co-AAc) obtenido a una
proporcion 60/40 % m/m AAmM/AAc se asemeja al espectro del poli(acido acrilico)
consultado en la literatura (Rojas de Gascue et al., 2010), corroborando de esta manera
una mayor presencia del comondémero acido en estos hidrogeles. Un aspecto muy
importante es que todos los copolimeros arrojan una sefial en la regién de 1500 cm™ a

1550 cm™ la cual es caracteristica del ion carboxilato, COO" (Figura 21).
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Figura 21. Ampliacion del espectro infrarrojo de los hidrogeles sintetizados en etanol
80 % v/v de poliacrilamida y poli(AAm-co-AAc) AAm/AAc: 90/10, 80/20 y 60/40 %

m/m.

Un comportamiento analogo presentaron los espectros de los hidrogeles sintetizados en

agua (apéndice). En la Figura 22, se presenta una comparacion de los espectros entre

1850 cm™ y 700 cm™ de los copolimeros con una proporcion AAM/AAc 60/40 % m/m

sintetizados en agua y etanol 80 % v/v.
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Figura 22. Espectro infrarrojo a partir de 1850 cm™ de los hidrogeles de poli(acrilamida-
co-acido acrilico) 60/40 % m/m AAmM/AAC.

Se observa que ambos espectros son similares, de lo cual se infiere que la presencia del
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etanol como solvente no impidio la incorporacion del comondémero de menor proporcion
(AAC) ni modificd las interacciones intramoleculares. En la literatura se reporta que los
copolimeros de poli(AAm-co-AAc) sintetizados con un porcentaje de AAc superior al

30 % via radicales libres suelen ser copolimeros al azar (Figura 23) (Odian, 2004).

O"'NH O OH O "NH,O NH; O" "NH

Figura 23. Estructura idealizada del hidrogel de poli(acrilamida-co-acido acrilico).

Caracteristicas fisicas de los hidrogeles

En la Figura 24 se aprecian los hidrogeles de poli(AAm-co-AAc) a una composicién de
AAmM/AAc 60/40 % m/m sintetizados en agua y etanol 80 % v/v, notandose el efecto que
origino el uso del solvente en las propiedades finales de estos materiales, ya que se
detectd una transicién fisica que experimentaron los hidrogeles de pastillas rigidas a

peliculas flexibles al alcanzar su estado deshidratado.

| Hidrogel sintetizado en agua Il Hidrogel sintetizado en etanol 80%v/v |

Figura 24. Comparacion de los hidrogeles sintetizados en agua y etanol 80 % v/v a una
proporcion de 60/40 % m/m AAmM/AAC.

Se reportaron que, con el uso de etanol como solvente en la polimerizacion disminuye el



27

entrecruzamiento, creando cadenas més cortas y espacios libres (Garcia y Cortés, 2014).
Ambos efectos explicarian la diferencia en la flexibilidad de los xerogeles finales, ya
que se ha reportado extensivamente que al acortar el tamafio de las macromoléculas
disminuye el modulo elastico de Young, ademas, la presencia de volumen libre

incrementa la flexibilidad (Young et al., 2017).

Por otra parte, Gonzalez y colaboradores sintetizaron hidrogeles semi-interpenetrados
(Semi-IPN) obtenidos a partir de poliacrilamida y el biopolimero poli(hidroxibutirato-
co-hidroxivalerato) en dimetilsulféxido (DMSO) variando la concentracién del agente
entrecruzante. Los autores observaron que los xerogeles con proporciones de 1 %y 2 %
de agente entrecruzante, se secaron en forma de pelicula, y s6lo cuando incrementaron la
concentracion de agente entrecruzante a 3 %, los xerogeles de poliacrilamida tomaron
forma de pastillas, mientras que los xerogeles 90/10% m/m con 3 % de agente
entrecruzante dieron formas de peliculas y pastillas. Ademas, cuando en los hidrogeles
semi-IPN incrementaron el contenido de agente entrecruzante se evidencid una
disminucion del hinchamiento lo cual se atribuy6 a una reduccion del volumen libre en
la red polimérica del hidrogel (Figura 25) (Gonzélez et al., 2013 y Gonzélez et al.,
2015).

Xerogeles sintetizados en el trabajo Xerogeles del presente trabajo
de Gonzalezy colaboradores. PAAm AAm/AAc 90/10
1000 1% W101% 800 1%

AAm/AAc 80/20 [ AAm/AAc 60/40

1000 2% V10 2% /20 2%
.
X (3

1000 3% 10 3% 80 3%

Figura 25. Comparacion de los xerogeles sintetizados en etanol 80 % v/v (Gonzalez et
al., 2015).
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Los autores concluyeron que estas variaciones en la flexibilidad de los geles secos
evidenciaban que no solo el incremento de agente entrecruzante reduce efectivamente el
volumen libre en estos materiales, si no que el solvente (DMSO) quedé ocluido dentro
de la red perturbando las interacciones de enlace de hidrogeno intramoleculares de los
xerogeles, responsables de rigidizarla. Acotando que esta conducta se ha observado
antes en polimeros como el PVC (policloruro de vinilo) cuando se les agrega un
plastificante, facilitando que las fuerzas de atraccion intramoleculares se debiliten,
aumentando el volumen libre en el polimero (Gonzalez et al., 2013 y Gonzalez et al.,
2015).

Los plastificantes son sustancias de baja volatilidad que se agregan a un polimero para
aumentar su flexibilidad y elasticidad. Sin embargo, el etanol es un liquido muy volatil
con una temperatura de ebullicion baja (78 °C), por lo que se plantea un efecto pseudo-
plastificante de este solvente en los hidrogeles de PAAmM y poli(AAm-co-AAc), es decir,
el etanol antes de evaporarse penetra en el interior de la red polimérica impidiendo que
las cadenas se entrecrucen, favoreciendo su crecimiento (volumen libre), reduciendo de
esta manera las fuerzas de atraccion entre ellas (Figura 26) (Gonzélez et al., 2013 y
Gonzalez et al., 2015).
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Figura 26. Representacion idealizada de la interaccion entre los grupos funcionales de;
a) PAAm, b) poliltAAm-co-AAc) y c) poli(AAm-co-AAc) en etanol.

Ademas, comparando la estructura quimica de la molécula de agua con la del etanol,

este ultimo posee un grupo etilo que tiene un efecto hidrofobico, afectando la solubilidad
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del iniciador (PSA) en este solvente. Este efecto originaria un menor nimero de cadenas

poliméricas, pero de mayor masa molar en comparacion a los hidrogeles sintetizados en

agua (Wade, 2004; Moreno et. al., 2017 y El-Halad et. al., 2020).

Determinacién de la capacidad de absorcion de los hidrogeles
Desde el punto de vista fisico, la caracteristica mas importante que presentan los

hidrogeles es su capacidad de absorcion, ya que esta controla gran numero de sus
propiedades. Cuando un hidrogel esta en contacto con un liquido, este se difunde en el
mismo Y el hidrogel se hidrata, la difusion como tal, implica la migracién del fluido a
espacios preexistentes o formados dinamicamente entre las cadenas del hidrogel, lo que
involucra un movimiento segmentario a mayor escala que da como resultado, una mayor
distancia de separacion entre las cadenas del hidrogel (Karadag et al., 2002; Katime et
al., 2005; Ramirez, et al., 2016). En las Figuras 27 y 28 se muestran las isotermas de
absorcién en funcion del tiempo para los hidrogeles de PAAm y poli(AAm-co-AAC) a

una composicion de AAm/AAc 60/40 % m/m, sintetizados en agua y etanol 80 % v/v,

respectivamente.

7500 - —e—PAAmM agua ®— PAAmM etanol80%yv
5000 - : i ! :
% H F
2500 +
0L . . | |
0 2000 4000 6000 8000
t (min)

Figura 27. Isotermas de absorcidn de agua de los hidrogeles de poliacrilamida.
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Figura 28. Isotermas de absorcidn de agua de los hidrogeles de poli(acrilamida-co-acido
acrilico) a una proporcion de AAm/AAc 60/40 % m/m.

Al observar ambas figuras, se apreciaron en todas dos etapas en la capacidad de
absorcion; en la primera etapa la absorcion de agua es rapida ya que los hidrogeles
tienen un mayor volumen libre que son ocupados facilmente por las moléculas de agua.
Mientras que, en la segunda etapa, la hidratacion se hace gradualmente mas lenta debido
a que el volumen libre va disminuyendo ya que el hidrogel esta proximo a alcanzar el
equilibrio fisicoquimico (Rojas de Gascue et al., 2008; Garcia, 2015 y Zerpa et al.,

2016).

El hidrogel al entrar en contacto con el agua comienza inmediatamente el proceso de
absorcion. Estas primeras moléculas de agua que entran en la red son las llamadas aguas
primarias (agua del tipo 1 y I1), las cuales solvatan los grupos més hidrofilicos presentes
en la cadena polimerica, facilitando posteriormente el ingreso del agua tipo 11l que pasa
a ocupar el espacio libre restante (Figura 29) (Karadag et al., 2002; Katime et al., 2005;
Garcia y Cortez, 2014; Ramirez, et al., 2016 y Moreno et al., 2017).

Como consecuencia aparece una fuerza que se opone al hinchamiento. Esta fuerza actla
sobre las moléculas de solvente contenidas dentro de la red y va aumentando a medida
que la absorcion es mayor por lo que el maximo indice de hidratacion se consigue

cuando se alcanza un equilibrio entre las fuerzas de atraccion y oposicion (Karadag et



al., 2002; Katime et al., 2005 y Ramirez, et al., 2016).

|.Agua tipo | ® Agua tipo 1l ® Agua tipo I |

Figura 29. Tipos de agua en un hidrogel.
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En las Figuras 27 y 28 es notoria la diferencia de absorcién en el equilibrio y la rapidez

de hidratacion que presentan los hidrogeles sintetizados en etanol 80 % v/v. En las

Figuras 30 y 31 se aprecia que en todas las proporciones sintetizadas se obtuvo la misma

tendencia al usar etanol 80 % v/v como solvente. Resultados analogos han sido

reportados en copolimeros de poli(AAm-co-MMA) y en poliacrilamida, los autores lo

han atribuido a una baja densidad de reticulacion, lo que produce un nidmero menor de

cadenas de crecimiento conduciendo a una mayor distancia entre reticulaciones (es

decir, a un aumento en el volumen libre disponible del hidrogel) (Moreno et al., 2017).

%

25000

20000

15000

10000

5000

0

—@— PAAM ——90/10 AAm/AAc
©— 80/20 AAm/Aac
» 5
L —8

—8— 60/40 AAm/Aac

1000 2000 3000 4000 5000 6000

t (min)

Figura 30. Isotermas de absorcién de agua de los hidrogeles de poliacrilamida y
poli(acrilamida-co-acido acrilico) sintetizados en etanol 80 % v/v.
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Figura 31. Isotermas de absorcion de agua de los hidrogeles de poliacrilamida y

poli(acrilamida-co-acido acrilico) sintetizados en agua.
La capacidad de absorcién también depende de la composicion de los hidrogeles,
principalmente por la presencia de monoémeros que contengan grupos ionizables, ya que
estos generan grupos carboxilatos (COQ"). En las isotermas de absorcion se puede
apreciar que el aumento de la cantidad/proporcion de acido acrilico (monémero i6nico)
dentro de la matriz polimérica provoc6 una mejora en su capacidad de absorcion debido
a una mayor relajacion de las cadenas producto de la repulsion electrostatica entre los
grupos COOQO" cargados de manera similar (Figura 32), generando que el material se
expanda y alcance mayores indices de hidratacion (Katime et al., 2004; Tomar et al.,
2007; Rojas de Gascue et al., 2010; Nesrinne y Djame, 2017; Zerpa et al., 2017,
Coukouma et al., 2018 y Mahinroosta et al., 2018).

O
/
%C\\o

Figura 32. Repulsion electrostatica de los grupos COO",
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Es interesante como se puede mejorar la capacidad de absorcion de estos materiales con
solo variar la proporcion de monémeros y modificar el solvente. En la Figura 33 se
comparan la cantidad de agua (en gramos) que absorbieron los hidrogeles sintetizados en
agua y etanol 80 % v/v, respectivamente. Observandose que el hidrogel de PAAmM
sintetizado en agua llego a absorber 13 veces su masa, pero cuando se fue aumentando el
contenido de AAc llego a absorber 93 veces su masa y cuando se comparan con los
hidrogeles sintetizados en etanol estos llegaron a absorber hasta casi 200 veces su masa
(Yuy Ulberg, 2011; Garcia y Cortés, 2014 y El-Halad et al., 2015).
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Figura 33. Masa de agua alcanzada en el equilibrio

Los hidrogeles con alto contenido de &cido acrilico y los sintetizados en etanol 80 % v/v,
Ilegaron a absorber tanta agua que al final de la experiencia habia que manipularlos con
mucho cuidado para que no se fracturaran, ya que un menor grado de reticulacion afecta
la resistencia mecanica de los hidrogeles. Dificultades similares han sido reportadas por

otros autores en el area de hidrogeles (Reyes et al., 2012 y Coukouma et al., 2018).

Parametros cinéticos de absorcion
Para conocer la cantidad de agua absorbida en el equilibrio (% W..,) y la constante de

rapidez de hinchamiento (k) se aplicd lo reportado por Schott, que es ajustable para la
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fase completa de hidratacion de los hidrogeles y obedece a una cinética de segundo
orden. En los hidrogeles analizados se obtuvieron lineas rectas con excelentes
coeficientes de correlacion (Figura 34), demostrando asi que la absorcion de estos
sistemas sigue una cinética de segundo orden y que el proceso de hinchamiento durante
largos periodos de tiempo se rige por la relajacion de las cadenas poliméricas (Schott,
1992; Karadag et al., 2001; Martinez-Vazquez et al., 2017 y Gonzélez et al., 2018).

70 -

i t —
60 /%W = 0,02102 t+0,0109
50 A R2=1

40
Yoo w30
20
10

4000 5000 6000 7000

t (min)

0 1000 2000 3000

Figura 34. Representacion de la ecuacion de Schott para la cinética de hinchamiento del
hidrogel de poliacrilamida sintetizado en etanol 80 % v/v.

Para todos los hidrogeles sintetizados se obtuvieron graficos similares, los cuales se
encuentran en la seccion de apéndice. En la tabla 3 se presentan los porcentajes de agua
absorbidos en el equilibrio y la rapidez de hidratacion de cada uno de los hidrogeles,
notandose que los valores de % W, y k tienden a aumentar en la medida que la
proporcion de alimentacion de acido acrilico fue mayor, con lo que se comprobd el

aumento del caracter hidrofilico de la red polimérica.

Tabla 3. Pardmetros cineticos obtenidos a partir de la ecuacion de Schott.

Solvente HG (AAM/AAC) % W., k x10° (min™)
% m/m
100/0 91,7 1,3
Agua 90/10 95,2 1,3
80/20 98,0 1,8

60/40 99,0 1,9
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100/0 98,0 9,5
Etanol 80 % v/v 90/10 99,0 13,6
80/20 99,0 15,5
60/40 99,0 51,0

Los valores de % W.,, al ser mayores del 90 % indican que los materiales tienen una
elevada capacidad para absorber moléculas de agua, sobre todo los hidrogeles
sintetizados en etanol 80 % v/v, considerandose materiales superabsorbentes (Karadag et
al., 2001; Rodriguez et al., 2009; Rojas de Gascue et al., 2010 y Gonzalez et al., 2018).
Adicionalmente, los valores de k revelan que a medida que se aumenta el contenido de
acido acrilico tanto en agua como en etanol 80 % v/v, también aumenta la constante de
rapidez de hinchamiento, es decir, los hidrogeles tardan menos tiempo en alcanzar el
equilibrio a medida que se aumentd el contenido de este comondmero, facilitando asi la
difusion de las moléculas de agua. Ademads, en comparacion con los hidrogeles
sintetizados en agua, los sintetizados en etanol 80 % v/v absorben altas cantidades de
agua de forma casi instantanea, puesto que k es mucho mayor para esta serie de
hidrogeles (Karadag et al., 2001; Rodriguez et al., 2009; Rojas de Gascue et al., 2010;
Rojas de Gascue et al., 2016 y Gonzalez et al., 2018).

Anélisis morfoldgico de los hidrogeles por microscopia éptica (mo)

Las micrografias Opticas de los hidrogeles de poliacrilamida sintetizados en agua y
etanol 80 % v/v se pueden observar en la Figura 35. El tamafio de los poros del hidrogel
de PAAm sintetizado en agua presentd valores menores al de los poros del hidrogel
sintetizado en etanol 80 % v/v, tal como lo evidencia el histograma (Figura 36)
construido a partir de las micrografias, aprecidndose que el hidrogel de PAAmM
sintetizado en agua tiene poros hasta de 15 pum de didmetro mientras que el de PAAmM

sintetizado en etanol 80 % v/v posee poros que alcanzan tamafos de 34 pum.
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100 pm

Figura 35. Micrografias obtenidas a una magnificacion de 10x para los hidrogeles: a)
PAAmM sintetizada en etanol 80 % v/v, b) PAAm sintetizada en agua.
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Figura 36. Histogramas de los hidrogeles de PAAm.

Por su parte, la Figura 37 correspondiente al hidrogel del poli(AAm-co-AAC) sintetizado
en agua con una relacién de alimentacion de AAm/AAc 60/40 % m/m, exhibe una
frecuencia de poros desde 16 hasta 80 pm, concordando esto con el grado de
hinchamiento medido y reportado por estos hidrogeles. Si se comparan los hidrogeles de
PAAmM y el copolimero polil(AAm-co-AAc), ambos sintetizados en agua es posible
apreciar como la distribucion de los poros se hace mas ancha y su tamafio promedio
aumenta por el contenido de acido acrilico en el hidrogel (Gonzalez et al., 2012; Urbina

et al., 2016; Moreno et al., 2017). Sin embargo, es de resaltar que las micrografias
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Opticas no ilustraron apropiadamente la morfologia del material, pues se lograron captar

solo aspectos de la topologia superficial.
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Figura 37. Micrografia obtenida a una magnificacién de 10x e histograma para el
hidrogel de poli(acrilamida-co-4cido acrilico) sintetizado en agua.

Aplicacion de los hidrogeles en biomedicina

Se cargaron los hidrogeles de PAAm y los copolimeros de poli(AAm-co-AAc)
sintetizados en agua y etanol 80 % v/v con el farmaco Cefepima, un antibiotico indicado
para infecciones de la piel y tejidos blandos, que presenta actividad contra organismos
gramnegativos como Pseudomona spp. A pesar de gque este medicamento es de uso
intravenoso, se eligid por su alta solubilidad en agua, garantizando de esta manera que el
hidrogel lo absorbiera, ya que los medicamentos de uso topico generalmente vienen en
presentaciones como cremas, aceites y pomadas. La estructura quimica de la Cefepima

se puede apreciar en la Figura 38.
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Figura 38. Estructura del fa&rmaco, Cefepima.
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A través de la caracterizacion por espectroscopia infrarroja se estudiaron las sefiales
caracteristicas de los grupos funcionales del f&rmaco para corroborar luego la presencia
de este en los hidrogeles cargados. La Figura 39 muestra el espectro infrarrojo de la
Cefepima, arrojando una banda entre 3500 cm™ y 3100 cm™ indicativa del estiramiento
de los enlaces O-H (carboxilico) y N-H presentes en la estructura, asimismo, a 2900 cm’
! se observé la sefial proveniente del estiramiento del enlace C-H. Ademés, mostré una
zona a 1770 cm™ que corresponde a la vibracién del estiramiento del C=0 del anillo -
lactémico y otras dos sefiales a 1650 cm™ y 1630 cm™ que corresponden a las
vibraciones de estiramiento del enlace C=0O del grupo carboxilico y amida,
respectivamente. Seguida de una sefial a 1560 cm™ asignada a la presencia del ion
carboxilato (COO) y por Gltimo se menciona otra sefial sobresaliente a 1040 cm™

determinada a la torsion del enlace C-O (Anacona y Rodriguez, 2005; Gunasekaran y

Charles, 2008; El-Rabbat et al., 2012 y Jacome, 2017).
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Figura 39. Espectro infrarrojo de la Cefepima.

En la Figura 40 se observan los espectros de los hidrogeles de PAAm sintetizada en agua
antes y después de ser cargada con el farmaco (PAAm-Cefepima), el cual mantuvo las
bandas caracteristicas de la PAAm, Sin embargo, arrojo otras sefiales que revelan la

presencia del farmaco en la estructura polimérica. La sefial alrededor de 1550 cm™
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asignado a la presencia del ion carboxilato (COO") y a 1033 cm™ proveniente del
estiramiento C-O. Ademas, la sefial proveniente del estiramiento C=0 del polimero se
desplaza a un nimero de onda menor (de 1647 cm™ a 1644 cm™), asi como la banda
asignada al estiramiento C-N también registra un desplazamiento a nimero de onda
menor (de 1414 cm™ a 1410 cm™). Esto sugiere que el farmaco podria estar
interactuando débilmente a través del grupo carboxilico con el polimero, mediante los

atomos de Ny O.

15| [ PAAm-cefepima (agua) v C=0
) (1647 a 1644) cm™
v C-N
(1414 a 1410) cm™
COO
-1
1550 cm v C-0

1033 cm*

/

Absorbancia

0
4000 3800 3600 3300 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Niimero de onda cm™!

Figura 40. Espectro infrarrojo de la PAAm sintetizada en agua.

En los espectros de los hidrogeles de poli(AAm-co-AAc)-Cefepima (figura 41), se
observa que la regién de 3500 cm™ y 3100 cm™ se torné més pronunciada en los
hidrogeles cargados con el farmaco (AAm/AAc 60/40-Cefepima), de igual forma se
observa la sefial a 1030 cm™ proveniente del estiramiento C-O. En los hidrogeles
copolimerizados se observa el mismo comportamiento presentado en el sistema PAAmM-
Cefepima donde las sefiales procedentes del estiramiento C=0 del polimero se desplazan
a un nimero de onda menor (de 1650 cm™ a 1646 cm™), asi como la banda asignada al
estiramiento C-N registra un desplazamiento a nimero de onda menor (de 1416 cm™ a
1404 cm™), lo que sugiere que el hidrogel de poli(AAm-co-AAc) podria estar
interactuando debilmente a través de los &tomos de N y O con el grupo carboxilico del

antibidtico. Las posibles interacciones entre el farmaco y el hidrogel copolimerizado se



plantea en la Figura 42.
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Figura 41. Espectro infrarrojo del copolimero 60/40 AAm/AAC sintetizada en

etanol 80 % v/v.
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Figura 42. Interacciones propuestas del farmaco con los hidrogeles de PAAM y
poli(AAm-co-AAc) a una proporcion de AAm/AAc 60/40 % m/m.



41

Se evalu6 la liberacién del farmaco cargado en los hidrogeles frente a la cepa
Pseudomona spp. (gram-negativa), mediante la formacién de halos de inhibicién
alrededor de las muestras como producto de la interrupcidn del crecimiento microbiano
(Figura 43).

Figura 43. Actividad antimicrobiana contra la cepa Pseudomona spp.; a) controles,
hidrogeles PAAm sintetizados en agua, b) controles de los hidrogeles copolimeros
sintetizados en etanol 80 % v/v mas disco muestra referencial de Cefepima (30 pg/ml),
c) actividad inhibitoria de los hidrogeles PAAm-Cefepima y d) actividad inhibitoria de
los hidrogeles copolimeros-Cefepima.

Los hidrogeles controles, es decir, aquellos que no estaban cargados con el farmaco, no
mostraron actividad inhibitoria frente a la cepa, corroborando de esta manera que el
material por si solo no presenta actividad antimicrobiana. Sin embargo, los sistemas
PAAmM-Cefepima sintetizada en agua y los copolimeros-Cefepima sintetizados en agua y
etanol 80 % v/v formaron halos de inhibicion, confirmando que hubo elucién del
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farmaco al medio microbiano.

Sin  embargo, los hidrogeles de PAAm  sintetizados en  etanol
80 % v/v y cargados con el farmaco no formaron halo de inhibicion, posiblemente se
deba a que la cantidad de antibiotico absorbido y liberado por el sistema no fue
suficiente para impedir el crecimiento microbiano. Concordando esto con el espectro
infrarrojo, donde se observd las sefiales del antibiotico de forma menos intensa al

hidrogel de PAAm sintetizado en agua (apéndice).

En la Figura 44 se puede observar de manera comparativa las medidas de los halos

observados por cada uno de los sistemas polimero-Cefepima.
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Figura 44. Halos de inhibicion de los hidrogeles frente a la cepa Pseudomona spp.

La elucion del farmaco desde el hidrogel al medio implica un proceso de absorcion de la
humedad del agar y otro simultaneo de desorcion del farmaco, ya que las interacciones
mediante enlace de hidrégeno del polimero-Cefepima son sustituidas por las
interacciones con moléculas de agua, mediante un mecanismo de difusion controlado

por el hinchamiento que experimenta el material polimérico. En el siguiente grafico se
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observa de manera comparativa los halos de inhibicion formados por cada uno de estos
sistemas, notdndose que el hidrogel de PAAm-Cefepima form6 un halo de similar
tamafo al disco de muestra referencial de Cefepima. Mientras que los copolimeros-
Cefepima presentaron un halo de mayor tamafio de lo cual se infiere que la
incorporacion de un comonomero ionizable genera que el material absorba mayor
humedad del medio facilitando la elucion del farmaco y optimizando de esta manera el
desempefio del material. A pesar de que ambas series diferian en su apariencia fisica
(pastilla y pelicula), presentaron una buena actividad antimicrobiana frente a la cepa de

Pseudomona spp.

El aporte que se queria brindar con el presente trabajo de investigacion era un producto
libre de agentes pirogénicos con el uso de etanol como solvente, ya que los productos
que se van a usar en el area biomedica deberian estar esterilizados para evitar reacciones
febriles en los pacientes, puesto que la contaminacion por pirdgenos puede tener lugar
durante la produccion o la administracion de los productos médicos. Sin embargo, fue
interesante observar que con solo variar el solvente se obtuvieron peliculas con altas
capacidades de absorcién y, que puedan ser utilizados como medio de transporte para la
liberacion de farmaco, los materiales se postulan como buenos candidatos para ser

utilizados en el sector biomédico en aplicaciones como apositos (Figura 45).
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Figura 45. Aplicacion biomédica de las peliculas de hidrogel de poli(AAm-co-AAc) a
una proporcion de AAm/AAc 60/40 frente a la cepa Pseudomona spp.



CONCLUSIONES

Se sintetizaron hidrogeles de poliacrilamida y poli(acrilamida-co-acido acrilico) en
diferentes proporciones de alimentacion AAm/AAc (90/10, 80/20 y 60/40 % m/m)
mediante polimerizacion via radicales libres en solucion, utilizando como agente
entrecruzante N,N”-metilenbisacrilamida, persulfato de amonio como iniciador y de

solventes: agua y etanol 80 % v/v.

Se caracterizaron los hidrogeles por espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier y se verifico la presencia de los grupos funcionales aportados por la acrilamida.

Ademas, se comprob0 la incorporacion del comondmero AAc en la estructura de la red.

Los espectros obtenidos tanto para los hidrogeles de PAAmM como de los copolimeros no
presentaron diferencias al comparar el uso de solventes diferentes, de lo cual se infiri6
que la presencia del etanol como solvente no impidi6 la incorporacién del comonémero

AAc en la estructura.

El uso de etanol 80 % v/v como solvente para la elaboracion de hidrogeles de
poliacrilamida y poli(AAm-co-AAc) disminuy6 la densidad de reticulacion de los

hidrogeles generando la obtencién de peliculas en lugar de pastillas.

El indice de hidratacion aumentd con el incremento de la proporcién de acido acrilico;
evidenciando que los &cidos carboxilicos mejoran el carécter hidrofilico de la red al
poseer grupos ionizables. Adicionalmente, fue notoria la diferencia de absorcion en el
equilibrio que presentaron los hidrogeles sintetizados en etanol 80 % v/v, llegando a

absorber hasta casi 200 veces su masa.

Los hidrogeles de ambos sistemas se ajustaron a la cinética de segundo orden propuesta
por Schott, siendo los valores de % W., y k mas elevados para los hidrogeles sintetizados

en etanol 80 % v/v, considerandose estos materiales superabsorbentes.
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Mediante la caracterizacion por espectroscopia infrarroja se logrd determinar la
incorporacion del farmaco en la red polimérica de los hidrogeles de PAAm sintetizados
en agua Yy los copolimeros poli(AAm-co-AAc) 60/40 AAm/AAc sintetizados en agua y
etanol 80 % v/v, mostrando estos sistemas una buena actividad inhibitoria frente a la

cepa Pseudomona spp.

En base a los resultados obtenidos en el estudio de la actividad antimicrobiana de los
hidrogeles cargados con el farmaco se puede inferir que la obtencion de estos materiales
tanto en forma de peliculas como de pastillas tienen potenciales usos en el &rea

biomédica como apositos o implantes.



RECOMENDACIONES

Se sugiere para futuros estudios de actividad antimicrobiana:

e Optimizar previamente la forma y espesor de las peliculas y/o pastillas, con el
fin de garantizar que las diferencias significativas en los halos de inhibicion
formados sean originadas por las interacciones de los sistemas hidrogel-farmaco,
y no influyan las desemejanzas de tamafio, espesor o forma de los sistemas que
se colocan en el medio microbiano.

e Determinar la concentracion de farmaco que absorbi6 el hidrogel en la solucién,

mediante el uso de la espectroscopia ultravioleta.
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Apéndice A
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Figura Al. Espectro FT-IR-ATR de los hidrogeles de poli(AAm-co-AAc) sintetizados en

Absorbancia

agua a una proporcion de AAm/AAc: PAAm, 90/10, 80/20 y 60/40.
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Figura A2. Espectro infrarrojo de la PAAm sintetizada en etanol 80 % v/v.
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Figura A3. Espectro infrarrojo del copolimero 60/40 AAm/AAC sintetizada en agua.
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Apéndice B

Calculos del indice de hinchamiento de los hidrogeles en agua desionizada
Con las masas de los hidrogeles obtenidos a diferentes intervalos de tiempo, se calculo el

% H utilizando la ec. 1:

Para el hidrogel de PAAm at=1 miny el disco 1:

0,1227 - 0,1014
0,1014

%H, = ( )% 100 = 21,0059 %

Luego de obtener el % H para las tres pastillas, se determiné la desviacion estandar
(SD), para ello se calculé el promedio del porcentaje de hidratacion de los tres

hidrogeles con la ecuacién:

Para t =1, entonces se tiene que:

0% H = (21,0059+22,(;574-+24-,44-89) — 225041 %

Posteriormente se determind la desviacion estandar (SD):

_ 2ieq (i — X)?
b= /?

sp = J(21,0059—22,5041)2+(22,0574—22,5041)2+(24,4489—22,5041)2
o 2

=1,7644

Este procedimiento se realiz6 con cada hidrogel.
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Tabla b1. Masas y porcentajes de hidratacion del hidrogel de PAAm sintetizada en agua
a diferentes intervalos de tiempos.

Masa de los Porcentajes de hidratacion
hidrogeles
t m1l m2 m3 % H; % H; % Hs % H SD
(min)  (9) (9) (9)
0,10 0,10 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,12 012 0,12 21,01 22,06 24,45 22,50 1,76
013 014 014 31,16 35,11 37,88 34,72 3,37
0,14 015 0,15 41,22 46,19 48,10 4517 3,55

015 016 0,16 50,10 54,90 57,21 54,07 3,63
0,16 017 0,17 62,43 63,20 65,43 63,69 1,56
017 017 017 72,39 70,92 72,55 71,95 0,90
0,18 018 0,18 75,64 76,56 78,66 76,95 1,55
019 018 0,18 83,33 82,59 85,07 83,66 1,27
019 019 0,19 88,76 88,53 91,38 89,56 1,59
020 020 0,20 94,28 94,07 96,09 9481 111
022 023 0,24 120,91 125,62 137,27 127,93 8,43
027 028 028 164,60 172,60 183,07 173,42 9,26
033 034 035 221,30 234,62 249,20 235,04 13,95
039 040 041 28540 300,00 307,41 297,61 11,20
047 048 048 366,47 372,90 376,15 371,84 4,93
054 054 054 430,28 437,59 439,98 435,95 5,06
100 059 060 0,59 485,70 496,64 492,38 491,57 5,51
120 0,65 065 064 537,28 546,88 541,48 541,88 4,82
140 069 069 0,68 579,98 579,72 583,57 581,09 2,15
170 0,75 0,75 0,73 63590 638,18 633,87 635,98 2,16
200 081 080 0,78 693,89 687,83 682,06 687,93 591
230 084 084 082 72416 726,21 723,05 724,47 1,61
260 087 088 08 757,99 765,68 753,21 758,96 6,29
1440 122 122 121 1107,89 1106,73 1112,12 1108,91 2,84
2880 124 124 122 1118,15 1121,56 112295 1120,88 2,47
4320 1,25 125 1,24 113284 1136,99 1140,28 1136,70 3,73
5760 126 125 124 1137,97 1139,17 1146,29 1141,14 4,50

SD= 423

0 DA WN R
STEEYHFBEB0wo~v~our~rwNR O




Apéndice C

Ajuste por la ecuacién de Schott
Primero se determind con las masas de los hidrogeles obtenidos a diferentes intervalos

de tiempo el % W utilizando la ec. 2:

Para el hidrogel de PAAm at =1 miny el disco 1:

% W=

(0,1227 -0,1014

— 0
T )xmo 17,3594 %

Luego se procedio a realizar el ajuste propuesto por Schott empleando la ec. 3. Con los
valores de % W alcanzados para cada instante de tiempo y cada disco, se calculd t/% w

de la siguiente forma;

t _ 1 min
%W 17,3594

= 0,0003 min

Con los datos obtenidos, se realizaron las graficas de t/% w en funcion del tiempo,

posteriormente se efectud un ajuste lineal en todo el intervalo de tiempo estudiado, y a
partir de la regresion lineal se determinaron los valores de % W,, y k de la siguiente

manera:

El porcentaje de agua absorbida en el equilibrio se calculo a partir de la pendiente:

1

% pendiente 0,0109

=91,7431

La constante de rapidez de hinchamiento se determiné utilizando el valor del intercepto

de la recta:
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1 1
punto de corte x % W2 (0,0910)(91,7431)?2

=1,3056X1073

t —
/% w = 0,0109 ¢t +0,0910
60 R2=1

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
t (min)

Figura c1. Representacion de la ecuacion de Schott para la cinética de hinchamiento del
hidrogel de poliacrilamida sintetizado en agua.
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Figura c2. Representacion de la ecuacion de Schott para la cinética de hinchamiento del
hidrogel sintetizado en agua 90/10 AAm/AAc.
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Figura c3. Representacion de la ecuacion de Schott para la cinética de hinchamiento del
hidrogel sintetizado en agua 80/20 AAm/AAC.
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Figura c4. Representacion de la ecuacion de Fick para la cinética de hinchamiento del
hidrogel sintetizado en agua 60/40 AAm/AAC.
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Figura c5. Representacion de la ecuacion de Schott para la cinética de hinchamiento del
hidrogel de poliacrilamida sintetizado en etanol 80 % v/v.
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Figura c6. Representacién de la ecuacion de Schott para la cinética de hinchamiento del
hidrogel sintetizado en etanol 80 % v/v 90/10 AAm/AAc.
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Figura c7. Representacidn de la ecuacion de Schott para la cinética de hinchamiento del
hidrogel sintetizado en etanol 80 % v/v 80/20 AAm/AAc.
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Figura c8. Representacién de la ecuacion de Schott para la cinética de hinchamiento del
hidrogel sintetizado en etanol 80 % v/v 60/40 AAm/AAcC.



Apéndice D

Tabla el. Masas registradas antes y después que los hidrogeles fueron cargados con el
farmaco

Masa  Masa xerogel Masa farmaco

xerogel  con farmaco cargado
(9) (9) (9)

PAAM (agua) 0,0566 0,0760 0,0194
PAAmM (agua) 0,0521 0,0662 0,0141
PAAmM (etanol 80 % Vv/v) 0,0504 0,0589 0,0085
PAAmM (etanol 80 % v/v) 0,0573 0,0645 0,0072
Poli(AAm-co-AAc) (agua) 0,0548 0,0878 0,0330
Poli(AAm-co-AAc) (agua) 0,0554 0,0917 0,0363
Poli(AAm-co-AAc) (etanol 80 % v/v) 0,0553 0,0847 0,0294

Poli(AAm-co-AAc) (etanol 80 % v/v)  0,0557 0,0850 0,0293
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