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RESUMEN

FORMULACION DE HIDROGELES NEUTRALIZADOS PARA SU POTENCIAL USO
EN LA SALUD VAGINAL.

Diana Belem Alanis Gutiérrez
Director: Dr. Rafael Huirache Acufia, Co-Directora: Dra. Zaira Yunuen Garcia Carvajal

El uso de sistemas de hidrogel in situ para la administracién vaginal es una estrategia
importante en el tratamiento de afecciones asociadas a la atrofia vulvovaginal, no
obstante, el formular algin dispositivo médico el cual incluya algun efecto terapéutico,
conlleva ciertos criterios para la seleccion de los excipientes. Es importante emplear
biomateriales que presenten caracteristicas fisicoquimicas y compatibles con células
vaginales, a su vez, que puedan hacer sinergia con microorganismos que presenten
actividad probidtica. El propoésito principal del presente proyecto de investigacion fue
formular y comparar una serie de hidrogeles neutralizados con diferentes bases
neutralizantes (TEA, AMP, NaOH). Los hidrogeles se formularon principalmente con
Carbopol y Goma Xantana, los cuales mostraron caracteristicas fisicoquimicas y
biocompatibles. Los hidrogeles obtenidos fueron caracterizados mediante monitoreo de
pH, capacidad de amortiguamiento, viscosidad dinamica, comportamiento reolégico e
interacciones moleculares, lo anterior bajo tres condiciones (No estéril, estéril y estéril
diluido en simulado de fluido vaginal (SFV)). Se evalud la viabilidad de la bacteria
probiotica Lactococcus lactis ATCC 11454 al ser incorporada a los hidrogeles estériles.
También se determind la citocompatibilidad de los mismos en un modelo 2D de células
HelLa mediante la técnica de MTT y microscopia Live/Dead. En conclusion, se obtuvieron
hidrogeles altamente reticulados y estables frente a cambios de pH, con un
comportamiento reolégico aceptable para evitar pérdidas y escurrimiento, pero con un
cambio en la estructura fisica de los polimeros, sin perder la biocompatibilidad, sin
embargo, el hidrogel que presentd mejores caracteristicas fue F3 cuyo mecanismo de

neutralizacion fue con Aminometil propanol.

Palabras clave: Hidrogeles, Neutralizaciéon, Carbopol, Xantana, Biocompatibilidad



ABSTRACT

FORMULACION DE HIDROGELES NEUTRALIZADOS PARA SU POTENCIAL USO
EN LA SALUD VAGINAL.

Diana Belem Alanis Gutiérrez
Asesor: Dr. Rafael Huirache Acufia, Co-Asesor: Dra. Zaira Yunuen Garcia Carvajal

The use of in situ hydrogel systems for vaginal administration is an important strategy in
the treatment of conditions associated with vulvovaginal atrophy, however, formulating a
medical device which includes some therapeutic effect entails certain criteria for the
selection of the excipients. It is important to use biomaterials that have physicochemical
characteristics and are compatible with vaginal cells, in turn, that can synergize with
microorganisms that have probiotic activity. The main purpose of this research project was
to formulate and compare a series of hydrogels neutralized with different neutralizing
bases (TEA, AMP, NaOH). The hydrogels were formulated mainly with Carbopol and
Xanthan Gum, which showed physicochemical and biocompatible characteristics. The
hydrogels obtained were characterized by monitoring pH, buffering capacity, dynamic
viscosity, rheological behavior, and molecular interactions, under three conditions (non-
sterile, sterile, and sterile diluted in simulated vaginal fluid (SFV)). The viability of the
probiotic bacterium Lactococcus lactis ATCC 11454 when incorporated into sterile
hydrogels was evaluated. Their cytocompatibility was also determined in a 2D model of
HelLa cells using the MTT technique and Live/Dead microscopy. In conclusion, highly
cross-linked and stable hydrogels were obtained against changes in pH, with acceptable
rheological behavior to avoid losses and runoff, but with a change in the physical structure
of the polymers, without losing biocompatibility, however, the hydrogel that presented
better characteristics was F3 whose neutralization mechanism was with Aminomethyl

propanol.

Keywords: Hydrogels, Neutralization, Carbopol, Xanthan, Biocompatibility
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Capitulo 1. Introduccion

1. INTRODUCCION

En la actualidad las enfermedades de transmision sexual han trascendido
notablemente, ya que su propagacion a través de organismos causales (parasitos,
bacterias, virus) cada vez es mas frecuente. Estas enfermedades afectan tanto a
hombres y a mujeres, no obstante, hay estudios que demuestran que los problemas
ocasionados en la salud presentan mayor incidencia en mujeres, como ha sido el
aumento de casos de cancer cérvico uterino (CCU) asociado con afecciones causadas
por el virus del papiloma humano (VPH). Ademés de caracteristicas virales que
contribuyen a la carcinogénesis. Se ha reportado que la existencia y persistencia de
lesiones vaginales como: irritacion, resequedad y dispareunia entre otros, son
considerados factores de riesgo, por lo tanto, incrementa la probabilidad de que algun
agente patdégeno se pueda alojar. A pesar de que existen diversos tipos de virus
causantes de las lesiones solo son ciertos tipos los que son potencialmente promotores
del CCU. Debido a ello los especialistas en el tema han propuesto diversas alternativas
para prevenir, disminuir y contrarrestar los efectos de esta enfermedad, entre ellos la
educacion sexual oportuna, campafias de vacunacion y tratamientos convencionales, sin
embargo, las situaciones sociales pueden llegar a individualizar cada caso, debido a lo
anterior, expertos en formulaciones farmacéuticas han implementado diversos sistemas

de aplicacién empleando biomateriales novedosos, como pueden ser hidrogeles.

Los hidrogeles son biomateriales compuestos por uno o varios polimeros hidréfilos
cuyas cadenas estan entrecruzadas por uniones fisicas o quimicas capaces de formar
una red tridimensional, su principal caracteristica es la capacidad para captar fluidos

acuosos del medio que los rodea, provocando un hinchamiento.

Dentro de la industria farmacéutica se han llegado a patentar y comercializar
diversas formulaciones basadas en hidrogeles con aplicaciones como lentes de contacto,
apositos para heridas, sistemas de liberacion de farmacos, ingenieria tisular, entre otros.
Se estima que para el 2022 el mercado mundial de los hidrogeles pueda alcanzar un

volumen de 27200 millones de ddlares.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 1. Introduccion

Es por ello que, en el presente proyecto de investigacion se pretende formular un
dispositivo médico de clase Il en hidrogel empleando principalmente biomateriales que
permita tener caracteristicas fisicoquimicas y citocompatibles, con un posible efecto
terapéutico frente a lesiones vaginales, dicho sistema en hidrogel estard compuesto por
ingredientes que le confieren propiedades humectantes e hidratantes idoneos para la
cavidad vaginal. En la presente investigacion se pretende formular con base en lo
establecido por las autoridades sanitarias FDA, y la normativa vigente Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), Farmacopea de los Estados Unidos de América
(USP).
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2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La produccién de materiales novedosos a base de polimeros biodegradables y
polimeros ha sido objeto de un vasto interés debido a la excelente biocompatibilidad de
estos. Un ejemplo se evidencia en un estudio realizado por (Arpa et al.,2020) donde se
demuestra la compatibilidad del carbopol 940 como polimero principal en la formulacion
de diversos hidrogeles destinados a la aplicacion en la salud vaginal, ademas de
proporcionar propiedades reoldgicas adecuadas, su red polimérica y su estructura
guimica permite adicionar principios activos debido a su liberacion oportuna ademas una
adecuada adhesion en sitios cubiertos de mucosidad como la cavidad vaginal (Asane et
al., 2008).

Sin embargo, la mucoadhesion y liberacion sostenida y/o prolongada de los
principios activos no son los unicos factores relevantes en una formulacion vaginal,
ademas la hidratacion asociada a los componentes (acido hialurénico, acido lactico, ha
demostrado relevancia e importancia (Carter et al., 2020) (Barbed, 2007). Tal ha sido el
caso del hidrogel Papilocare ® el cual al contener principios activos como Coriolus
versicolor, centella asiatica, acido hialurénico entre otros promueve la hidratacion y
reeptielizacion del tejido dafiado debido a afecciones provocadas por el virus del
papiloma humano (Serrano et al.,2021).

Ademas de las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los hidrogeles, como
las mencionadas anteriormente, en el mercado se ha popularizado el uso de probidticos
(Tachedjian et al., 2017) (Anukam et al.,2006) (Cribby et al., 2008) y prebioticos (Hakimi
etal., 2017) (Sanjeevani Shekhar et al., 2022) en las formulaciones de aplicacién vaginal,
(Borges & Teixeira, 2014) (Donders et al.,2020) demostraron que el uso del hidrogeles el
cual contienen cepas bacterianas como Pediococcus pentosaceus SB83, Lactobacillus
plantarum YUN-V2.0, Lactobacillus pentosus YUN-V1.0y Lactobacillus rhamnosus
YUN-S1 promueven el equilibrio de la microflora vaginal. Aunado a lo anterior y realizando

una busqueda exhaustiva del estado del arte no hay en el mercado o en investigaciones
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recientes un hidrogel disefiado para la coexistencia de la bacteria Lactococcus lactis
ATCC 11454, no obstante, (Bodaszewska — Lubas et al., 2012) menciona que esta
bacteria tiene un potencial antagonismo con microorganismos patdgenos que interfieren

en la homeostasis vaginal debido a la produccion de bacteriocinas.

2.2. Salud Vaginal
Se puede definir como salud vaginal como el estado de la vagina que mantiene las
condiciones fisiolégicas adecuadas a la evolucion de la edad de la mujer, que no produce

sintomatologia local, y permite una vida sexual satisfactoria (Baquedano, 2014).

Desde el primer estudio microbiologico de la vagina humana, publicado por
(Doderlein, 1892), se ha avanzado de manera notable en el conocimiento de la microflora
vaginal, formada por especies que permiten mantener un equilibrio en la mujer sana. La
alteracién de este equilibrio, causado por la reduccion de la poblacién de bacterias
probidticas o por el sobrecrecimiento de otras especies, se manifiesta en la presencia de
sintomas y signos asociados a afecciones vaginales (Baquedano, 2014). El conocimiento
de los mecanismos que regulan el mantenimiento del equilibrio de la microflora vaginal,

ayudara a establecer medidas preventivas, o finalmente terapéuticas.

Si bien es sabido que la microflora vaginal es de gran relevancia en la preservacion
de la salud vaginal y la defensa de huéspedes que pueden tornarse patdégenos, en la
actualidad y con el avance tecnol6gico y gracias al uso de técnicas moleculares ha sido
posible clasificar el microbiota vaginal de tras a nueve grupos discretos, entre ellos

destacan las bacterias del género Lactobacillus como se muestra en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Organizacion de la microflora vaginal y su contribucién a la homeostasis o disbiosis vaginal.

pH Vaginal Tipo de bacteria Contribuciébn del microorganismo a la

homeostasis o dishiosis

4.0 L. crispatus Prevencion de enfermedades
urogenitales.  Adhesibn a  células
epiteliales, produccién de compuestos

con propiedades antimicrobianas (H202)
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5.0 L. gasseri Estimula la enzima deshidrogenasa
lactica, Disminuciéon del pH, Ambiente
protector de Bacteriocinas

4.4 L. iners Propiedades comunes asociadas a la
declaracion disbiotica. Adhesion a células
epiteliales, Tolerancia antibidtica.

4.4 G. vaginalis Produccién de citosinas, Produccion de
A. vaginae aminas, alcalinizacion por pH, Mejora la

Prevotella spp degradacion de la superficie mucosa

2.2.1. Importancia de la salud vaginal
Un factor muy importante en la salud vaginal es la microbiota vaginal, esta
microbiota en un estado de balance puede prevenir las infecciones del tracto genital
inferior; diversos estudios han revelado que la falta de lactobacilos favorece el desarrollo
de vaginosis bacteriana e infecciones de transmision sexual asociados a un desequilibrio
de la microbiota entre otros factores tales como el virus de la inmunodeficiencia humana

y virus del papiloma humano (Behbakht et al.,2002) (Gao et al.,2013).

Un estudio demuestra que las mujeres con afecciones provocados por el virus del
papiloma Humano (VPH) presentaron en sus microbiotas aumento del contenido de L.
gasseri y Gardnerella vaginalis (Silva, Cerqueira & Medeiros, 2014). En cambio, los
microbiotas balanceados demuestran mayor cantidad de L. crispatus (Oh et al.,2015)
(Seo et al., 2016). Algunos factores cotidianos, como las duchas vaginales o las
relaciones sexuales, y factores biologicos, como la Vaginosis Bacteriana (VB) (Gillet et
al., 2011) (Guo et al., 2012) o infecciones de transmision sexual (Vriend et al., 2015),
alteran el microambiente vaginal y han sido identificados como cofactores en la
persistencia de la infeccion por VPH. Esto sugiere que factores adicionales actian en
conjunto con el virus de VPH para influenciar en el riesgo del desarrollo de cancer
cervical. Uno de los posibles mecanismos por los cuales puede relacionarse el impacto
de la microbiota en la oncogénesis la cual se debe al desarrollo de la inflamacién croénica,

la cual se asocia con las neoplasias cervicales.
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Lactobacillus spp. son bacterias anaerobias Gram positivas tienen la capacidad de
colonizar la mucosa vaginal, impidiendo que exista un desarrollo excesivo de otros
microorganismos que pueden llegar a ser potencialmente patdgenos para la
huésped. Esta proteccidn se realiza a través de dos mecanismos:

(@) por la adhesion especifica a las células epiteliales.

(b)  por la produccion de compuestos con propiedades antimicrobianas.

En varias investigaciones se ha buscado describir la capacidad de los lactobacilos
para autoagregarse y adherirse al epitelio vaginal a través de glicoproteinas presentes
en la superficie de las células epiteliales, esto se logra gracias a una unién que se ve
favorecida por un ambiente de pH &cido (Nagy et al., 1992). Aunque son necesarios mas
estudios, se cree que, ademas del epitelio celular del huésped, las proteinas, los
carbohidratos, las glicoproteinas, los &cidos lipoteicoicos y los cationes divalentes de las
especies de microbiota también juegan un papel importante (Boris et al., 1998).

Ademas se ha reportado que la presencia de &cido lactico es clave para una
homeostasis saludable de la cavidad vaginal y su produccion proviene de dos fuentes
diferentes: por el epitelio vaginal (principalmente L-lactato que representa el 20% del
acido lactico total) y por la microbiota, responsable de metabolizar aproximadamente el
80% del glucogeno que produce las dos isoformas de acido lactico con predominio del
acido D-lactico (Smith et al., 2016) (Boskey et al., 2001) Cuando el epitelio escamoso
requiere energia en forma de ATP, el glucdgeno de las células epiteliales vaginales se
convierte en glucosa, luego en piruvato y de éste en acido lactico, que se libera en el

lumen vaginal a medida que el epitelio se descama (Mossop et al., 2011).

El segundo mecanismo de produccion de acido lactico tiene origen del glucogeno
gue se encuentra en el lumen vaginal, el cual es catabolizado por las enzimas alfa
amilasas para producir maltosa, maltotriosa y alfa dextrinas, que posteriormente se
convierten en acido lactico, debido a la accion de los Lactobacillus- deshidrogenasa
lactica estimulada ((Mossop et al., 2011) (Amabebe & Anumba, 2018). De acuerdo con
la investigacién realizada por (Martin et al., 2008) (Lewis et al.,2011) la presencia de acido

lactico en el lumen vaginal tiene como consecuencia que el pH vaginal se mantenga
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acido, en niveles de aproximadamente 3.5 a 4.5, generando un ambiente protector en la
mucosa que, parcial o totalmente, inhibe el crecimiento de microorganismos patdégenos.
Ademas, se ha comprobado que existen compuestos producidos por microrganismos del
género Lactobacillus que desempefian un control secundario en la flora vaginal, estos
compuestos son el peroxido de hidrégeno (H202) y las bacteriocinas (Martin et al., 2008)
(Strus et al.,2006). Aunado a lo anterior (Martin et al., 2008) (Borgogna & Yeoman, 2017)
sugieren que algunas cepas de lactobacilos vaginales pueden producir H202 protegiendo
la mucosa frente a alteraciones provocadas por microorganismos oportunistas, incluidos
los causantes de infecciones de transmision sexual. Por otro lado, las bacteriocinas son
polipéptidos sintetizados a nivel ribosémico cuya actividad antimicrobiana solo ha sido

demostrada in vitro.

2.2.2. Lesiones vaginales
La neoplasia intraepitelial cervical de define como una lesion pre invasora mas
comun del cuello uterino (Medina-Villasefior et al.,2014), esta lesion suele ser infrecuente
y asintomatica. Los cambios escamosos atipicos ocurren en la zona de transformacion
del cérvix con cambios leves, moderados o severos de acuerdo a la profundidad, es decir,
estas lesiones se pueden clasificar en funcion del grado de afeccion intraepitelial.
Lesiones de bajo grado, lesiones de alto grado y cancer de cérvix (Massad, 2008). Ver

figura 2.1.

Normal Cancer

Lesiones de Lesiones de
bajo grado alto grado

Figura 2.1. Clasificacion de lesiones cervicales premalignas basado en su histologia.

Existe la incertidumbre aun sobre la propension de las lesiones de bajo grado de

progresar a lesiones de alto grado, sin embargo, de acuerdo con (Uzcategui et al., 2012)
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es menos probable, aunque para las neoplasias intraepiteliales cervicales. Las mujeres
con lesiones de bajo grado tienden a ser mas jovenes que las que presentan lesiones de
alto grado. Se piensa que la las lesiones de bajo grado representan una proliferacion mas
benigna, en tanto que las de alto grado se consideran como un precursor verdadero de
cancer (Apgar et al.,2013). Aunque la las lesiones pueden ocurrir a cualquier edad, las
tasas de incidencia mas altas se observan en mujeres mayores de 60 afios (Uzcategui et
al., 2012).

Diversos estudios revelan que existe un alto porcentaje respecto a la correlaciéon
de lesiones intraepiteliales, que también tienen presencia invasora en vulva, vagina y
cuello uterino, las cuales estan relacionadas con infeccion por el virus de papiloma

humano de alto riesgo oncogénico en un 81.3 % de los casos (Uzcategui et al., 2012).

El virus del papiloma humano es capaz de infectar las células escamosas
epiteliales, las cuales tienden a proliferar y acceder a las células basales a través de micro
traumas o pequefias lesiones (Vidal-Torres,2022).

2.2.3. Virus del Papiloma Humano.

El Virus del Papiloma Humano (VPH) pertenece a la familia Papillomaviridae, los
cuales son pequefas particulas icosaédricas de acido desoxirribonucleico (ADN) sin
envoltura que miden aproximadamente 55mm, epiteliotropos; su estructura gendmica
esta compuesta por dobles cadenas de cADN estructuradas por 7,500-8,000 pares de
bases (Dominguez - Bauta et al., 2018) Las infecciones causadas por este virus presenta
consecuencias adversas que se pueden clasificar dependiendo del tipo de virus o bien

del grado de afeccion.

La infeccion por el virus del papiloma Humano (VPH) se puede catalogar como la
infeccion de transmision sexual mas frecuente (CDCP, 2021) cuya infeccion afecta a
hombres y mujeres, sin embargo, las incidencias mas fuertes estan reportadas en
mujeres, de acuerdo con (Sanchez, s.f.) Los VPH tipo 31, 33, 45, 52, y 58 juntos causan
15% de los canceres cervicales. El VPH-6 y el VPH-11 son los dos principales tipos de
bajo riesgo (no carcinogénicos) y causan las verrugas anogenitales. La mujer puede ser

infectada por mas de un tipo al mismo tiempo.
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El VPH esta condicionado a infecciones latentes durante un intervalo de tiempo
dependiendo directamente de el genotipo de virus. Se han caracterizado mas de 200
genotipos distintos dentro de los cuales se puede agrupar de acuerdo a un punto de vista
clinico en bajo y alto riesgo oncogénico (McQuillan et al.,2017). El tipo de bajo riesgo solo
presenta papilomas o verrugas, hiperplasia con engrosamiento de la capa espinosa del
epitelio y proliferacion capilar (Vega — Garcia et al.,2018) (Cuevas - Gonzalez et al.,
2018). Dichos genotipos son (VHP 6 y 11) los cuales se considerarian como VPH
benignos (Egawa, & Doorbar, 2017).

Mientras algunos otros subtipos presentan un potencial riesgo oncogénico,
principalmente se encuentran (VPH 16 y 18) (Montero, 2018) los cuales se han
catalogado como responsables de alrededor del 70% de los casos de Cancer Cérvico
Uterino (Vega et al., 2017). Ademas del 16 y 18 existen otros diez genotipos también
clasificados como de alto riesgo los cuales son (VPH 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y
59) (IARC, 1996). En la tabla 2.2. se puede observar una clasificacion donde involucran

los tipos y los factores de riesgo.

Tabla 2.2. Clasificacion de los genotipos del Virus del papiloma humano de acuerdo con su nivel de riesgo y
enfermedades asociadas.

Nivel de riesgo Genotipos de VPH Enfermedad asociada

Oncogénico de alto | 16, 18, 31, 35, 39, 45,51, Céancer cervical, anal,
riesgo 52, 56,58, 59 vaginal, vulva, peniano,
orofaringeo y lesiones
precursoras asociadas

Tipos de bajo riesgo 6, 11 Condilomas acuminados,

papilomatosos laringea

recurrente
Carcinogénico probable | 68 Céancer cervical
5,8 Carcinoma escamo

celular de piel en
epidermo-displasia

verruciforme.
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26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, Asociacion a cancer y
70, 73, 82, 85, 97 lesiones precancerosas

no confirmadas

2.3. Dispositivos Médicos
Se define como la sustancia, mezcla de sustancias, material, aparato o
instrumento empleado solo o en combinacién en el diagndstico, monitoreo o prevencién
de enfermedades en humanos o auxiliares en el tratamiento de las mismas y de la
discapacidad, asi como los empleados en el reemplazo, correccion, restauracion o

modificacion de la anatomia o procesos fisiologicos humanos (NOM-241-SSA1-2012).

2.3.1. Clasificacion de los dispositivos médicos
De acuerdo con la norma oficial mexicana (NOM-241-SSA1-2012). los dispositivos

médicos se clasifican de la siguiente forma.

Clase I: define a aquellos dispositivos médicos conocidos en la practica
médica cuya seguridad y eficacia estan comprobadas y, que generalmente no se

introducen en el organismo.

Clase IlI: define a aquellos dispositivos médicos conocidos en la practica
médica y que pueden tener variaciones en el material con el que estan elaborados
O en su concentracion vy, generalmente, se introducen al organismo

permaneciendo menos de treinta dias.

Clase llI: define a aquellos dispositivos médicos nuevos o recientemente
aceptados en la practica médica, o bien que se introducen al organismo y

permanecen en él, por mas de treinta dias.

2.4. Formas farmaceéuticas de aplicacion Vaginal
Dentro de los sistemas de administracion vaginal disponibles comercialmente se
incluyen una gran variedad de formas farmacéuticas como pueden ser semisélidos,
tabletas, capsulas, 6vulos, preparaciones liquidas, films vaginales, anillos, espumas y

tampones.
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Las preparaciones mas utilizadas para la liberacion de farmacos de aplicacion
vaginal son las formas semisdlidas (cremas, pomadas y geles) cuyas ventajas son la
aceptabilidad, factibilidad y bajo costo. Por otra parte, la incomodidad y las perdidas por

escurrimiento son sus mayores inconvenientes (Hussain & Ahsan ,2005).

Un farmaco administrado por via vaginal para ejercer un efecto local o sistémico
debe poseer al menos un grado se solubilidad en el flujo vaginal. Por lo tanto, es
importante tener en cuenta la naturaleza del flujo vaginal y sus caracteristicas las cuales

pueden repercutir en la absorcion del farmaco (Touitou & Barry, 2006)

Para desarrollar formas farmacéuticas de administracion vaginal, se deben tener

en cuenta las siguientes consideraciones:

El mantenimiento de un pH 6ptimo para el epitelio vaginal
Facilidad de aplicacion
Distribucién del farmaco

Retencion en la vagina

o~ LN E

Compatibilidad con la coadministracion de otros medicamentos

Existen varios tipos de preparaciones vaginales como se ha mencionado
anteriormente, sin embargo, las mas comunes junto con su definicion se encuentran en
la tabla 2.3. La descripcidn de las formas farmacéuticas se encuentra en la Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos.

Tabla 2.3. Formas farmacéuticas comunes. Tomado de (FEUM,2011)

Forma o o
o Descripcion Aplicacion
farmacéutica

Cuerpo hueco, obtenido por moldeo de gelatina,

i gue puede ser de textura dura o blanda; dentro de Oral
Capsula " _ : :
la cual se dosifica el o los principios activos y Vaginal

aditivos en forma sélida.
Preparacion liquida o semisolida que contiene el

Crema o _ N _ Topico
o los principios activos y aditivos necesarios para
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obtener una emulsion generalmente aceite en

agua, con un contenido de agua superior al 20%.

Preparacion liquida o semisélida que contiene el

o los principios activos y aditivos, y otra gaseosa

Espuma Vaginal
gue lleva gas propulsor para que el producto salga

en forma de nube.

Preparacion semisdlida que contiene los

principios activos y aditivos, constituido por lo

general por macromoléculas dispersas en un o
Gel liquido que puede ser agua, alcohol o aceite, que Top.lcol
forman una red que atrapa el liquido y que vagina
restringe su movimiento, por lo tanto, son
preparaciones viscosas

Presentacion solida a temperatura ambiente que

contiene los principios activos y aditivos de forma

Ovulo ovoide o conica, con un peso de 5 o 10 g, Vaginal
preparado generalmente con gelatina glicerinada

o con polietlenglicoles.

2.5. Hidrogeles
De acuerdo con (FEUM,2011) los hidrogeles son sistemas semisolidos con un alto
contenido acuoso o hidroalcohdlico y baja o media viscosidad conferida por un agente
gelificante, en la industria farmacéutica se usan principalmente para la administracion de
principios activos en forma tépica o en el interior de cavidades corporales, los cuales

pueden clasificarse de acuerdo a diversos factores como se muestra en la figura 2.3.
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Figura 2.2. Clasificacion de los hidrogeles.

2.5.1. Mecanismos de formacion

El mecanismo de gelificacion se puede clasificar de la siguiente manera:
e Polimeros dependientes del pH del medio

A bajos valores de pH se disocia una pequefa porcion de los grupos carboxilicos
del polimero, formando una especie de espiral figura 2.4.
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Figura 2.3. Estructura de la forma helicoidal de los grupos carboxilicos de un polimero gelificante.

La adicién de una base fuerte produce la disociacion de los grupos carboxilicos
mediante una reaccion de ionizacion, creando una repulsion electrostatica entre las
regiones cargadas, dando como resultado la expansién de la molécula, haciendo una

consistencia mas rigida Figura 2.5.

\
N HN-O *

Figura 2.4. Disociacién de los grupos carboxilicos del polimero por accion de una base.

Pasando de una estructura en forma helicoidal a una mas extendida. Cabe resaltar
que si se excede en la concentracion de base se puede producir un aumento considerable

de la viscosidad del sistema debido a la neutralizacién de los acidos carboxilicos.

Este tipo de geles se consideran como geles quimicos (Martinez, 2016) o
reticulados quimicamente. En comparacién con los geles fisicos estos son mas estables
e irreversibles y se forman por enlaces covalentes entre las cadenas de polimero
(Hennink & Van Nostrum, 2022).

Una base fuerte puede desprotonar completamente un acido carboxilico, por
ejemplo, el hidréxido de sodio puede desprotonar el acido poliacrilico y asi formar una
red reticulada extendida en solucion (Wade, 2004) en la figura 2.6. Se muestra un

mecanismo de formacion asociado a esta reaccion.

_OH

D:l“ YO Na
| i
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n

(H20, 700 RPM) C—CHE

Figura 2.5. Mecanismo de formacion de un hidrogel a base de acido poliacrilico neutralizado con una base fuerte
NaOH.
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Sin embargo, en este tipo de procesos también puede tener un efecto neutralizador
una base débil como una amina, y por consecuencia un cambio en la estructura molecular
del polimero, es decir, en sistemas acuosos el método mas comun para inducir el
espesamiento a través de este mecanismo es la introduccién de bases organicas
(aminas) e inorganicas (hidroxido de sodio), que aumentan el pH y son capaces de ionizar
los grupos acidos a lo largo de la estructura polimérica formando iones carboxilato
negativos y desencadenando la repulsion idnica (Ethier et al.,2019). Tal como se muestra
en la figura 2.7.

0. _OH —GH=CH,—
x‘lz 5'3&
{CH —CHQ} + HO o 2| O LT
" = ho T o
Acido paiaciico (Carbapal) |:|H /
OH
Trwtanalamina

n

Red pdiménca nevimlizds conuna amina lecsana (TEA)

Figura 2.6. Mecanismo de formacién de un hidrogel a base de acido poliacrilico neutralizado con una base débil
Trietanolamina (TEA).

e Polimeros independientes del pH del medio

Estos polimeros son capaces de gelificar sin ser neutralizados, es decir, no es
indispensable de la accion de una base. Este tipo de geles forman puentes de hidrogeno

entre el solvente y los grupos carboxilicos del polimero.

2.5.2. Factores que afectan la gelificacién de los polimeros
De acuerdo con (De la Cadena, 2011) los factores que causan complicaciones en
el proceso de gelificacion, tales como separacion de fases, precipitacion y gelificacion de

las soluciones de los polimeros son:

e Temperatura: El aumento de la temperatura de un gel es directamente

proporcional a la separaciéon de fases.
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e Concentracion del polimero: La concentracion alta del polimero incide
directamente en la consistencia semisolida del gel, es decir, aumenta la
viscosidad del sistema.

e Peso molecular del polimero: Los polimeros en polvo que son disueltos
en agua frecuentemente producen la formacion temporal de los geles dicha
particularidad provoca que el proceso de gelificacion se ralentice, este
fendmeno se debe a la mala difusion del agua a través de los grumos de
polvo y solamente gelifica las particulas de la capa externa del grumo, lo

que provoca que se encapsule polvo seco.

2.6. Clasificacion de los geles

Existen varias formas de clasificar los geles, entre los que destacan:

a) Dependientes de su comportamiento sobre el agua

e Geles hidréfilos o hidrogeles: Se trata de materiales poliméricos
entrecruzados en forma de red tridimensional, pueden ser de origen natural
o sintético, este tipo de materiales se hinchan en contacto con el agua,
glicerol, propilenglicol, entre otros, formando materiales blandos y elasticos,
al ser gelificados con polimeros como la goma tragacanto, almiddn,
derivados de la celulosa, polimeros de carboxivinilo o silicatos de magnesio
y aluminio. El gel formulado en la presente investigacion pertenece a este
grupo.

e Geles hidrofobos u oleogeles o lipogeles: Estan constituidos por parafina
liquida adicionada de polietileno por aceites grasos gelificados por anhidro
silicico o por jabones de aluminio y zinc, son vehiculos oleosos oclusivos,
este tipo de geles se emplea generalmente en dermatologia y preparados
oftalmicos.

b) Segun el numero de fases

e Monofasicos: Consisten en geles compuestos por macromoléculas
organicas distribuidas de modo uniforme a través de un liquido de manera
gue no existen barreras aparentes entre las moléculas dispersas en el

liquido. Este tipo de geles pueden obtenerse de macromoléculas o gomas
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naturales, el medio liquido lo constituye una sola fase o liquidos miscibles:
agua-alcohol, solucién hidroalcohdlica, aceite, etc. (Gennaro, 2003).

e Bifasicos: se presenta cuando un gel esta constituido por una red de
particulas pequefas separadas, el gel se clasifica como un sistema bifasico,
por ejemplo, gel de hidroxido de aluminio. En sistema biféasico, se considera
que, si el tamafio de las particulas es relativamente grande, se designa el
nombre de magna, por ejemplo, magna de bentonita. Este tipo de geles
estan constituidos por dos fases liquidas inmiscibles, formandose una
estructura transparente con propiedades de semisolido. (Gennaro, 2003).

c) Por su viscosidad: el grado de viscosidad de los geles depende de diversos
factores como el tipo de polimero, la temperatura de operacién y la relacion con el
soluto. (Garcia et al.,2012). La viscosidad es una propiedad reolégica del material
la cual mide la intensidad de disipacion de energia necesaria para mantener la

deformacion continua de un fluido (Macosko, 1994).

Geles fluidos: Geles con la caracteristica principal es una viscosidad tipica se

encuentra en un intervalo de 1.00 Pa*s (Garcia et al.,2012).

Geles semisoélidos: Geles con un valor de viscosidad a en un intervalo de 30500
a 39.400 Pa*s cuando el agente gelificante es carbopol (USP XXVIII, 2004).

Geles sdélidos: Geles con apariencia solida que presentan parametros

fisicoquimicos que difieren en comparacién de los dos anteriores.

2.7. Componentes basicos de los geles

e Principio activo: se considera como una sustancia en esencia quimicamente
definida, o bien, microbiolégicamente definida cuando el principio activo se trata
de un microorganismo, la principal funcion es esencialmente para ser
aprovechados sus efectos terapéuticos.

e Vehiculo: Sustancias inertes de naturaleza acuosa u oleosa. Cuando la férmula
farmacéutica es liquida, el diluyente se conoce como vehiculo, que puede ir 0 no
acompafado de otros excipientes, el vehiculo es el elemento imprescindible de

estas formulaciones.

17
Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica



Capitulo 2. Marco Teorico

Agente neutralizante: Generalmente se incorporan a la formulacion de geles pH
dependientes como es el caso del gel de la presente investigacion. En la mayoria
de los casos se trata de bases organicas o inorganicas, tales como NaOH,
trietanolamina (TEA) o aminometilpropanol (AMP). La naturaleza de la base
neutralizante puede influir en ocasiones en el tacto y en la transparencia final del
preparado, en lineas generales, cuanto mas fuerte es la base, mas rigidos y
transparentes son los geles obtenidos.

Agentes conservantes: su funcion es la de mantener las caracteristicas
organolépticas y microbioldgicas del dispositivo médico el mayor tiempo posible.
Agente gelificante: Son sustancias poliméricas orgénicas capaces de formar
estructuras tridimensionales en medio liquido, es decir, al entrar en contacto con
una sustancia con la cual forma una interaccion quimica puede provocar un

cambio de viscosidad

2.7.1. Polimeros mas utilizados en geles de aplicacion vaginal

Existe una amplia variedad de excipientes farmacéuticos para la formulacion de

geles de aplicacion vaginal, sin embargo, cada uno de ellos se caracteriza por poseer

particularidades especificas, en la tabla 2.4 se muestra una recopilacién de aquellos

polimeros que han sido empleados en formulaciones vaginales.

Tabla 2.4. Compilacion de polimeros utilizados en formulaciones en gel para aplicacion vaginal.

Origen Nombre del Definicion Caracteristica
polimero
Natural Quitosano Copolimero poli catiénico natural La presencia de grupos amino

formado por glucosamina y N- permite la adhesiébn a la
acetilglucosamina, este polimero es mucosa mediante enlaces de
obtenido por desacetilacion parcial de hidrégeno.

quitina, la cual tiene origen del

exoesqueleto de crustaceos.

Pectina Polimeros  naturales que son Por su composicién permite a
obtenidos a partir de la pared celular los sistemas constituidos por
de diversos vegetales, consisten en pectinas generar geles
heteropolisacaridos formados por

cadenas lineales de acido
18
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Acido hialurénico

Goma Xantana

Semisintético Derivados de

Sintético

celulosa

Polisacaridos

sulfatados

Poliacrilatos

la

galacturénico 1-4 que interactlan
ramnosas 1-2 que a su vez pueden
incorporar arabinosas o galactosas,
Es un polisacarido natural con
diversas propiedades fisicoquimicas,
este polisacarido lineal presenta
unidades repetitivas de disacarido de
acido glucurénico y N-
acetilglucosamina y se encuentra en
la matriz extracelular de los tejidos
conectivos.

La goma xantana es un polisacarido
natural y un importante biopolimero
industrial. Su cadena principal consta
de unidades de B-D-glucosa unidas en
las posiciones 1 y 4. La estructura
quimica de la cadena principal es
idéntica a la de la celulosa.

Polimeros obtenidos por tratamiento y
tales

modificacion de la celulosa,

como la Carboximetilcelulosa, Ila
Metilcelulosa y la
hidroxipropilmetilcelulosa, siendo el
primero de ellos de caracter i6nico al
ser un poli anién.

Compuestos

polianidnicos  cuyo

origen es extraido de algas marinas.

Derivados  sintéticos de acidos

poliacrilicos  derivados de la
polimerizacion de ésteres y sales de

acido acrilico.

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica

hinchables, mucoadhesivos y

biocompatibles.

Presenta alta biocompatibilidad
ademas se ha caracterizado
por ser un agente capaz de
modular la liberacion del

farmaco.

Facil hidratacion para producir
geles débiles con propiedades
de adelgazamiento por

cizallamiento.

Permanencia de tiempo
prolongado sobre la mucosa sin
presentar efectos téxicos ni

modificaciones fisiol6gicas.

Los compuestos polianidnicos
tienen la capacidad de inhibir la
replicacion del Virus del Herpes

Simplex.

Presentan excelentes
caracteristicas reologicas y de

hinchamiento.
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2.7.2. Poliacrilatos
El poliacrilato sédico es un tipo de polimero de sintesis quimica utilizado a nivel
mundial en diferentes tipos de productos, una de las caracteristicas principales es
absorber. Es por ello que este compuesto es altamente popular en el mercado debido a
su capacidad absorbente, pues tiene se ha reportado anteriormente su solubilidad en

agua y otros solventes.

El Carbopol es un poliacrilato que se identifica en una familia de polimeros basada
en la quimica del acido acrilico reticulado modificado. Los polimeros se producen a partir
de particulas de polimero primario de aproximadamente 0,2 a 6,0 um de diametro
promedio (Di Giussepe et al., 2015). Cada particula se puede apreciar como una
estructura de red de cadenas poliméricas interconectadas a través de enlaces cruzados.
Estos polimeros, disponibles como polvos blancos esponjosos (Figura 2.8.), absorben
agua, se hidratan y se hinchan. Son modificadores de la reologia (Chen et al.,2019) que
se utilizan para impartir beneficios de espesamiento, suspension y estabilizacion. Los
grupos carboxilo proporcionados por la columna vertebral de acido acrilico del polimero

son responsables de los beneficios del producto.

Figura 2.7. Acido poliacrilico previo y posterior al proceso de hidratacion y neutralizacion
Cuando el carbopol se dispersa en agua, cada molécula de polimero individual se
hincha hasta 1000 veces su volumen anterior (Laftah, Hashim & Ibrahim, 2011; Oppong
y de Bruyn, 2011) formando una apariencia bastante parecida a un mucilago. Al
dispersarse en agua, la molécula comienza a hidratarse por presion osmotica y
desenrollarse generando un ligero aumento de la viscosidad. El intervalo de pH tipico
durante la dispersion inicial es de 2,8 a 3,2 debido a la naturaleza acida del polimero. El
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pKa de estos polimeros es 6,0 + 0,5 con los grupos de acido carboxilico ionizandose para
extender la molécula (Ethier et al.,2019). Para que los polimeros se desenrollen

completamente, debe ocurrir una repulsién idnica en la columna vertebral del polimero.

2.8. Factores fisicos en la calidad de un gel vaginal

2.8.1. pH.

El mantenimiento de un pH acido contribuye a la fisiologia y microbiota vaginal en
homeostasis, asi como a una respuesta inmunitaria equilibrada. Los productos vaginales
deben presentar compatibilidad con el pH vaginal e, idealmente, mantenerlo o incluso
ayudar a su restablecimiento (p. ej., en casos de vaginitis bacteriana o0 mujeres
menopausicas (Wu et al., 2007) (Fiorilli et al.,2005).

2.8.2. Capacidad de amortiguamiento
Ademas de la compatibilidad con el pH, los productos vaginales deben ser capaces
de permitir el mantenimiento del ambiente acido vaginal y generar resistencia a los
cambios, en especial de aumento del pH. De hecho, se ha propuesto el uso de geles
tamponadores de acido para el restablecimiento del pH en casos de infeccién (Simoes et
al., 2006) o atrofia menopausica (Sinha & Ewies, 2013).

2.8.3. Viscosidad

Es dificil acotar un valor ideal de la viscosidad de los geles vaginales, sin embargo,
los geles vaginales idealmente deberian poseer una excelente capacidad para cubrir la
mucosa vaginal ademas con una capacidad de retencion de la formulacion in situ
(Stankovic et al.,2012). Existen diversos factores fisicos que afectan la viscosidad de los
geles vaginales, en primer lugar, la composicion de los geles, es decir, los polimeros base
de las formulaciones, la temperatura (especialmente importante para los geles
termolabiles), el valor del pH vaginal, el liquido que se puede encontrar en la vagina
(liquido vaginal, semen) entre otros. La temperatura, el valor del pH y las interacciones
con los fluidos presentes en la vagina pueden causar cambios en la viscosidad, lo que
debe tenerse en cuenta cuando se disefian las formulaciones. Se encontré que pequeiias
variaciones en la composicion del gel conducen a cambios en su viscosidad (Neves et
al.,2009).
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2.8.4. Propiedades reologicas

La caracterizacion reologica de los geles vaginales generalmente se dificulta
debido a su naturaleza viscoeléstica inherente. Utilizando técnicas como la reologia
oscilatoria y de fluencia, es posible cuantificar las propiedades viscosas y elésticas de los
geles en diferentes escalas de tiempo, temperatura o pH vy, por lo tanto, comprender las
propiedades dinamicas y estructurales de estos sistemas (Yu et al., 2011). Aunque suele
ser complicada, la viscoelasticidad es de particular interés para la administracion vaginal
de farmacos o dispositivos médicos. La modulacién del equilibrio visco-eléastico permite
qgue la formulacion de geles que poseen altos niveles de elasticidad y aun conservan el
caracter de flujo viscoso bajo altas cargas de estrés (Hombach & Bernkop-Schnurch,
2009). Por lo tanto, a través de una seleccion cuidadosa de los excipientes, los geles
pueden disefiarse para ofrecer facilidad de aplicacién, una distribucién intravaginal
adecuada y una mayor residencia debido a una capacidad mejorada para resistir el estrés

in vivo, particularmente después de la dilucion (Andrews, Laverty & Jones, 2009).

2.8.5. Interacciones quimicas
La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de reflexion total
atenuada (ATR FTIR) generalmente se utiliza para caracterizar las materias primas. En
el estudio FTIR ademas se obtiene informacién sobre las interacciones entre los diversos
componentes de los hidrogeles.

2.9. Factores Bioldgicos en la calidad de un gel vaginal

2.9.1. Mucoadhesion.

La mucoadhesion se define como la capacidad de unién de un polimero sintético
o natural al tejido biologico (Jiménez-Castellanos, Zia & Rhodes,1993). Hasta el
momento, se ha buscado disefiar formulaciones mucoadhesivos para diversas vias de
administracion, vaginal (Valenta et al., 2001) (Cevher et al., 2008) (Lee & Chien, 2013) y
otras vias. Los sistemas de administracién de farmacos mucoadhesivos son capaces de
aumentar la biodisponibilidad de los compuestos activos al extender su tiempo de
residencia y ademas controlar la liberacién del farmaco en la regién deseada (Smart et
al., 1984) (Lee & Chien, 1996). Es importante destacar que existe un alto contacto entre

el material mucoadhesivos y el tejido bioldgico es crucial para que se produzca la
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mucoadhesion. Debido al efecto humectante de la superficie intermedia, el polimero se
hincha provocando la interpenetracion mutua y la formacion de enlaces quimicos de baja
energia entre la mucosidad y el material polimérico (Park & Robinson, 1985). Los
ejemplos de polimeros mucoadhesivos usados en sistemas de administracion vaginal de
farmacos incluyen Quitosano, almidén, colageno, gelatina, derivados de celulosa,

alginato de sodio y acidos poliacrilicos.

2.9.2. Citotoxicidad
La citotoxicidad celular se puede comprender como una alteracion de las funciones
celulares béasicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado (MY & Nizam WA,
2020). Diferentes autores han desarrollado distintas pruebas in vitro para predecir los
efectos toxicos de diversos compuestos como farmacos, extractos vegetales etc.,
utilizando como modelos experimentales cultivos primarios como lineas celulares

establecidas.

Uno de los métodos mas empleados para determinar la citotoxicidad de un material
es el ensayo MTT, el cual consiste en un método de tincion celular con el fin de estimar
de manera indirecta el niumero de células viables presentes después de un tratamiento.
(Escobar et al., 2010).

El ensayo MTT se basa en la reduccion de 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-
difeniltetrazolio bromuro. Este colorante amarillo palido, soluble en agua, es reducido
tempranamente en células viables, por componentes de la cadena respiratoria, a cristales
de formazan cuya caracteristica principal es su color azul violeta el cual es insoluble en
agua, este fendbmeno es dado por la cadena respiratoria y su flujo de electrones, lo cual
es intrinsecamente téxico para las células (Putnam et al., 2002) (Bernas & Dobrucki,
2002).

2.9.3. Viabilidad probiética
Debido a las caracteristicas beneficiosas de las bacterias acido lacticas, existe un
gran interés creciente en el uso potencial de estas bacterias como probidticos para
mantener una salud urogenital normal (Anukam, 2007). La Organizacién Mundial de la

Salud y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion han
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definido a los probidticos como “microorganismos vivos que, cuando se administran en
cantidades adecuadas, propician un beneficio para la salud del huésped” (lannitti &
Palmieri, 2010).

Un probidtico puede ser capaz de tener efectos indirectos sobre el tratamiento y la
prevencion de la vaginosis bacteriana recurrente o directamente mediante la secrecion
de sustancias (p. €j., peroxido de hidrogeno, bacteriocinas y acido lactico) que inhiben
los patégenos (Bolton et al., 2008).

Las formas de dosificacién vaginal disponibles incluyen cremas, geles, tabletas,
capsulas, pesarios, espumas, unguentos, peliculas, tampones, anillos y duchas
vaginales. Si bien la mayoria de los medicamentos vaginales hasta ahora se han
presentado en forma de geles, para poder garantizar la viabilidad de los probiéticos en
las formulaciones, el método de diluciones en placa utilizando medio de agar MRS
(Borges & Teixeira, 2014).

2.10. Probiéticos en formulaciones vaginales

La microbiota vaginal esta conformada principalmente por una poblacién densa de
microorganismos. En la vagina, las cantidades y categorias de microorganismos
residentes fluctian de acuerdo con ciertos factores, como los niveles hormonales, el
contacto sexual, las practicas de duchas vaginales, la dieta, entre otros (Reid, 2003). La
microbiota vaginal es fundamental en la salud ginecoldgica, debido a que las bacterias
pueden permanecer en un estado homeostatico a un estado disbiético provocando un
proceso patogénico (Chenoll et al.,2019). La Vaginosis Bacteriana es la principal causa
de disbiosis vaginal, considerada la infeccion del tracto genital mas comun en las mujeres
a lo largo de su vida reproductiva, este suceso mantiene una relacion estrecha con
resultados adversos graves para la salud reproductiva y obstétrica, como parto prematuro
y adquisicibn o transmision de varios agentes de transmision sexual (Thoma et
al.,2011). Al ser de naturaleza microbiana en la cual interfieren diversas especies, la
vaginosis bacteriana se caracteriza por una disminucion de lactobacilos positivos y un
aumento significativo en el nudmero de microorganismos anaerobios, entre ellos
Gardenella vaginalis, Atopobium vagiane, Molbiluncus spp., Bacteroides spp., Prevotella
spp. Entre otros.
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La vaginosis bacteriana incluye la existencia de una gruesa biopelicula
conformada por diversos microorganismos endémicos de la cavidad vaginal, en la que G.
vaginalis es la especie méas confluente (Castro, Machado & Cerca, 2016). La frecuencia
de atencion para la vaginosis bacteriana consiste en una terapia antibiética basada en
metronidazol o clindamicina convencionalmente, la cual es incapaz de erradicar por
completo las biopeliculas vaginales, lo que puede explicar la existencia de altas tasas de
recurrencia de la reinfeccion (Chetwin et al.,2019). Ademas, la terapia prolongada con
antibiéticos también puede dafar la microbiota vaginal saludable (Castro, Machado &
Cerca, 2016). Estas cuestiones generaron la aparicion de diferentes e interesantes
estrategias terapéuticas, como el uso de prebidticos y/o probidticos (Al-Ghazzewi &
Tester, 2016). Los probiéticos se usan con mas frecuencia para mejorar la salud
gastrointestinal, sin embargo, se ha demostrado que pueden ser beneficiosos para
prevenir o tratar problemas gineco-obstétricos. Los probidticos son microorganismos
Vvivos, en su mayoria pertenecen al género Lactobacillus, los cuales se utilizan
principalmente para restaurar la microbiota vaginal fisioldgica para tratar, ademas de la
vaginosis bacteriana y la candidiasis vulvovaginal (Buggio et al.,2019).

2.10.1. Lactococcus lactis ATCC 11454
Es una bacteria &cida lactica que principalmente se encuentra en la leche y
productos lacteos (Martinez,1996), se caracteriza por producir nisina el cual tiene un
efecto antimicrobiano, la nisina ha sido usada como conservante cosmético y alimenticios
(Mauricio et al.,2017). Estudios realizados por (Nami et al., 2015) demuestran que
exhiben una adherencia favorable frente a lineas celulares ademas de presentar efectos
inhibitorios y actividad antimicrobiana sobre cepas de Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Shigell flexneri.

2.10.2. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos de bajo peso molecular que pueden ser secretados
por lineas bacterianas selectas que posiblemente tienen actividad antagonica para
degradar células sensibles presentes en el mismo ecosistema que compiten por
alimentos y otros nutrientes (Juturu & Wu, 2018). Ademas, existen pocas bacteriocinas
asociadas con su propiedad antimicrobiana nativa también exhiben propiedades
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antivirales y antifingicas. Las bacteriocinas generalmente son producidas por bacterias
Gram positivas, Gram negativas y otros microorganismos como las arqueas (Cotter et
al.,2005). Las Bacteriocinas de bacterias Gram positivas, especialmente de bacterias
productoras de &cido lactico han sido recientemente investigadas considerando su gran
bioseguridad y amplitud sobre aplicaciones industriales. Las bacteriocinas que
metabolizan bacterias productoras de acido lactico generalmente son aisladas de leche
fermentada y productos lacteos, rumen de animales y suelo mediante un ensayo de

antagonismo diferido. (Juturu & Wu, 2018).

La nisina es la Unica bacteriocina aprobada por la FDA para su aplicacion como
conservante de alimentos, que es producida por la bacteria Lactoccus lactis (De Arauz et
al.,2009) .Su estructura cristalina muestra que sus propiedades antimicrobianas se deban
a la union del amino terminal a la molécula de lipido Il que inhibe la sintesis de
peptidoglucano y terminal carboxilo forma poros en la membrana celular bacteriana que

conduce a la lisis celular (Scherer et al.,2015) (Hsu et al., 2004).
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Capitulo 3. Justificacion

3. JUSTIFICACION

Hoy en dia, es muy comun que los expertos en salud diagnostiquen infecciones
relacionadas con atrofia vulvovaginal, causado por agentes patégenos en relacion con el
estilo de vida de las pacientes, sin embargo, este es un tema controversial y de bastante
preocupacion. Diversos estudios han demostrado que la atrofia vulvovaginal y el
desequilibrio en la microbiota vaginal aumenta la probabilidad de contraer una infeccion

de transmision sexual como lesiones causadas por el VPH.

Es por ello que, en los ultimos afos, las industrias farmacéuticas han mostrado
interés en la sintesis de productos innovadores a base de biomateriales funcionales. En
la presente investigacion se busca formular un hidrogel neutralizado para aplicacién
vaginal considerando principalmente un sistema sintético/natural (carbopol 940/ Goma
Xantana), el cual deberd cumplir con caracteristicas y especificaciones farmacotécnicas
en concordancia con la normativa ICH, Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM), Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP).
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4, HIPOTESIS

La concentracion de Carbopol 940 y Goma Xantana permitira formular un hidrogel
neutralizado con caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas adecuadas para su potencial

aplicacion en la salud vaginal.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General
Formular un hidrogel a base de Carbopol 940 y Goma Xantana para su potencial

uso en la salud vaginal.

5.2. Objetivos especificos

o Formular hidrogeles de Carbopol 940 y Goma Xantana neutralizados con
diferentes bases (TEA, AMP, NaOH).

o Evaluar las propiedades fisicoquimicas de los hidrogeles bajo tres
condiciones (No esterilizado, esterilizado y esterilizado diluido en SFV), de acuerdo a
pardmetros fisicoquimicos: pH, viscosidad, capacidad de amortiguamiento,
interacciones moleculares mediante espectroscopia FTIR y propiedades reoldgicas.

o Determinar la viabilidad bacteriana de la cepa Lactococcus lactis ATCC
11454 en dilucion directa de los hidrogeles mediante conteo en placa.

o Evaluar la citocompatibilidad in vitro en células HelLa cultivadas sobre los
hidrogeles, a través de microscopia de fluorescencia (Kit Live-Dead ®) y la técnica de
MTT.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Seleccidn de excipientes
Basado en los siguientes modelos de excipientes se pretende disefiar una pre-
formulacion para poder establecer un disefio experimental en un software que permita
definir las cantidades y combinaciones o6ptimas para formular un hidrogel con las
siguientes caracteristicas: Hidratante, no susceptible a cambios de pH, promueva la
epitelizacion, Biocompatible con bacterias probitticas, cito-compatible con lineas

celulares del entorno vaginal, propiedades reoldgicas.

Ademas, es pertinente realizar una busqueda en el estado del arte en
publicaciones JCR y en productos comerciales para obtener una seleccion eficaz sobre
los excipientes con el fin de obtener un gel con las caracteristicas requeridas.

6.2. Disefio experimental factorial 23
Para la presente investigacion se propone una pre- formulacién en la cual se
propone como factor inicial para el disefio experimental factorial 22 teniendo como
factores la concentracion de los polimeros (Carbopol 940 y Goma Xantana), analizando
los niveles altos 1% y niveles bajos 0.5%. La concentracion de neutralizante dependera
de la cantidad suficiente para obtener un pH de 5 - 6. Ver tabla 6.1. El analisis estadistico
del disefio exclusivamente para la pre-formulacion se llevé a cabo en el software

Statgraphics Centurion ®.

Tabla 6.1. Niveles y factores correspondientes a la pre-formulacién de los hidrogeles

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Trietanolamina (TEA) ATNTOIE) [Pe] e

Niveles y . . (AMP)
Factores ST I PLTIE c.b.p [pH — Viscosidad]
PP c.b.p [pH — Viscosidad]
Carbopol Carbopol
Carbopol o 940 Xantana 940 Xantana
940
Alto 1% 1% 1% 1% 1% 1%
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Bajo 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%

6.3. Preparacion de hidrogeles pre-formulados
De acuerdo con lo establecido en el disefio experimental factorial 2° se
establecieron como variables de respuesta la viscosidad y el pH, puesto que para
propoésitos del experimento y por especificacion del viscosimetro de Brookfield se

requiere un minimo de muestra de 600 gr.

Se peso el carbopol 940 (Balanza analitica Cobos) y se tamiz6 con tamafio de poro
de 0.5 milimetros. En agitacion magnética (Parrilla magnética Corning) a 700 rpm se
agrego el carbopol 940 previamente tamizado dejando caer sobre el vortice,
posteriormente se dejé reposar 24 h para garantizar la solubilidad del carbopol. Posterior
al tiempo se peso la cantidad necesaria de goma xantana y se agregoé a la solucion de
carbopol dejando reposar 4 h. transcurrido el tiempo se realiz6 una agitacion manual

hasta obtener una mezcla homogénea.

6.3.1. pH
Se tomaron alicuotas de cada una de las muestras para registrar su valor de pH
(Potenciometro Bante Instruments modelo 210) sumergiendo el electrodo del

potenciébmetro en cada una de las muestras, manteniendo la temperatura a 25°C.

6.3.2. Viscosidad dindmica
La medicién de la viscosidad de loa hidrogeles se realizé en un viscosimetro
Brookfield modelo RVP No. de serie 68721. El hidrogel se hace rotar a 20 rpm durante 3
minutos, se registro la lectura del spin correspondiente, para determinar la viscosidad en
Pa*s, se toman en cuenta los valores de la tabla 6.2 y la viscosidad se calcula mediante

la ecuacion 6.1.

Tabla 6.2. Factores de conversion para viscosimetro de Brookfield

SPIN 2 rpm 4 rpm 10 rpm 20 rpm 50 rpm

1 50 25 10 5 2
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Posterior a los resultados y analisis del disefio experimental se determiné que las

concentraciones Optimas de Carbopol 940 y goma xantana son 1% y 0.5%

respectivamente.

Por lo tanto, se proponen las siguientes formulaciones definitivas para las

caracterizaciones fisicoquimicas y biolégicas ademas de considerar el proceso de

esterilizacion por autoclave para cada una de las formulaciones, como se describe en la

Tabla 6.3.
Tabla 6.3. Contenido de la formulacién de los hidrogeles

Fq F, F3 F, Fs
Carbopol 940 1% 1% 1% 1% 1%
Xantana 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%
Glicerina 10% 10% 10% 10% 10%
Neutralizante | - TEA AMP NaOH NaOH
Nisina 0.05% 0.05% 0.05% 0.05% 0.05%
EDTA 0.1% 0.1% 0.1% 01% -
Acido Lactico 1.5 % 1.5% 15% 15% -
Acido Hialurdnico 0.125% 0.125% 0.125% 0.125% 0.125%

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica
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6.5. Caracterizaciéon Fisicoquimica

6.5.1. Preparacioén de los hidrogeles
Se peso carbopol 940 y se dispersé en una mezcla de agua destilada y glicerina,
la dispersion se mantuvo en reposo durante 24 horas para permitir una hidratacion
completa. Luego se mezclé con la Goma Xantana y se mantuvo en agitacion constante a
700 rpm, al observar una solubilidad completa se adicionaron los principios activos (Acido
hialurénico y acido lactico) se lleva continuamente a agitacion constante a 700 rpm,
posteriormente se mezclaron los conservantes (Nisina, EDTA) la dispersion obtenida se

neutralizé con la base correspondiente.

6.5.2. Analisis macroscépico
Las formulaciones preparadas se inspeccionan visualmente para comprobar su

color, homogeneidad, consistencia y capacidad de esparcimiento.

6.5.3. Capacidad de amortiguamiento

La capacidad amortiguadora de los productos se evalué mediante titulacion acido-
base a temperatura ambiente, como se describié previamente por (Garg et al., 2002).
Brevemente, se afiadié hidroxido de sodio 1N en incrementos de 20 uL a 1 g de muestra
previamente diluida en 10 mL de solucién salina normal y con agitacion. El pH se registré
después de cada adicion y después de la estabilizacion, hasta alcanzar un valor de pH
maximo de 10 o bien hasta romper la capacidad de amortiguamiento. El mismo conjunto
de experimentos se realizo ademas utilizando un simulador de fluido vaginal (SFV) como
medio de dispersion para los productos considerados. El SFV se prepar6 de acuerdo con
(Owen & Katz, 1999) y contenia cloruro de sodio (3,51 g), hidroxido de potasio (1,40 g),
hidroxido de calcio (0,222 g), albumina bovina (0,018 g), acido lactico (2,00 g), acido
acético glacial (1,00 g), glicerina (0,16 g), urea (0,4 g), dextrosa (5,0 g) y agua (suficiente
para completar un litro). El pH se ajusto a 4,2 con acido clorhidrico.

6.5.4. Viscosidad dindmica
La medicion de la viscosidad de las formulaciones se realiz6 en un viscosimetro

Brookfield modelo RVP No. de serie 68721. El hidrogel se hizo rotar a 20 rpm durante 3
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minutos, se registro la lectura del spin correspondiente. Las mediciones se realizaron bajo
3 condiciones Hidrogeles no esterilizados, esterilizados y esterilizados diluidos en SFV
en una relacién de 5mL de gel en 0,75mL de SFV. Para determinar la viscosidad en Pa*s,
se tomaron en cuenta los valores de la tabla 6, para determinar el valor de la viscosidad

se utilizé la ecuacion 6.1.

6.5.5. pH

El pH de las formulaciones se midi6 a 25° C sumergiendo directamente un
electrodo (Potenciémetro Bante Instruments modelo 210) en las muestras. Las
mediciones se realizaron bajo 3 condiciones Hidrogeles no esterilizados, esterilizados y

esterilizados diluidos en SFV en una relacién de 5mL de gel en 0,75mL de SFV.

6.5.6. Propiedades Reoldgicas

Utilizando un redmetro rotatorio AR 1000 (TA Instruments, CIATEJ Zapopan)
utilizando una geometria conica de 60 mm de diametroy 1°1°1” en el modo de oscilaciéon
con barrido de frecuencia de 0.1 a 10 Hz y porcentaje de deformacion con una
temperatura fija de 37°C para evaluar el efecto de la dilucién por secreciones vaginales
sobre la capacidad de gelificacion del hidrogel in situ, se llevaron a cabo medidas
similares en las mezclas de los geles con simulado de fluido vaginal en la relacién de
5mL de gel en 0,75mL de SFV. Se prepard SFV de acuerdo con la metodologia descrita
por (Owen & Katz, 1999). El Calculo del médulo G’ y G” se realizé en el software TA

instruments.

6.5.7. Interacciones Moleculares FT-IR
Se utiliz6 espectrometria ATR FT-IR para examinar el espectro de las
interacciones moleculares de los hidrogeles para demostrar si hubo alguna alteracion en
las sustancias posterior al proceso de esterilizacién. Los espectros se analizaron a una
resolucion espectral de 4 cm™ en el rango de frecuencias de 4,000 — 400 cm utilizando
un espectrometro ATR-FTIR (Nicolet 6700, CFTA-UNAM, México). La posicion de los

picos se determind utilizando el software Origin 2019b.
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6.6. Caracterizaciéon Bioldgica

6.6.1. Cinética de crecimiento microbiano L. lactis ATCC 11454

Se preparé medio de cultivo caldo MRS (Sigma) previamente esterilizado en
autoclave (Yamato Scientific America SK-310C) a 121°C, 103,421.39 Pa, 15 minutos. De
un cultivo en placa se prepard un per-indculo overnigth a 37°C 5% COz, posteriormente
se midi6é la densidad 6ptica del preinoculo en un espectrofotometro uv-vis (Thermo
Scientific Genesys 10 uv) a 600 nm. Se realizaron los célculos pertinentes para que el
cultivo de la cinética iniciara con una densidad 6ptica de 0.02, se llevé a incubar a 37°C
y 5% CO:2 las mediciones de densidad 6ptica se estarian realizando cada hora durante
32 horas.

6.6.2. Tincion Gram

Con una asa bacteriologica se tomo6 una gota de cultivo liquido para formar un
frotis bacteriano, sobre el frotis se agrego colorante Cristal Violeta (Kit sigma) durante 1
minuto, posteriormente se enjuagd con agua destilada, inmediatamente se agreg6 Lugol
(Kit sigma) durante un minuto, se retird el exceso con una mezcla acetona-etanol 50%
hasta eliminar totalmente el color, nuevamente ser realiz6 un lavado con agua destilada,
se agrego el colorante de contraste safranina (kit sigma) durante 1 minuto, se realiz6 el
lavado final con agua destilada y se dej6 secar en condiciones normales, finalmente se
observd con los objetivos 40x y 100x en un Microscopio Optico Olympus (CIATEJ

Zapopan).

6.6.3. Conteo de células viables

De una muestra de la cinética de crecimiento microbiano en la cual el
microorganismo se encuentre en el inicio de la fase exponencial, en este caso
Absorbencia = 0.2 se realiza un conteo en placa para determinar las UFC aproximado
que hay en dicha muestra. Se prepararon diluciones (10— 107) en solucién salina 0.85%
estéril (J.T. Baker), posteriormente estas diluciones se sembraron en medio Agar MRS
(Sigma) y se llevaron a incubar a 37°C 5% CO:2 durante 24 h. Posterior al tiempo se
realiza el conteo de UFC en un microscopio estereoscopico. Para determinar las UFC es

necesario realizar el calculo utilizando la ecuacion 6.2.
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UFC = Num de colonias * inverso de la dilucion (6.2)

6.6.4. Incorporacion de Lactoccocus lactis ATCC 11454 en los hidrogeles.

Basado en la metodologia de (Borges & Teixeira, 2014) después del crecimiento
de Lactococcus lactis ATCC 11454 en caldo MRS, los cultivos se recolectaron mediante
centrifugacion a 4900 rpm durante 10 min a 4 °C y se lavaron dos veces con agua
desionizada estéril. Luego, se agregd 500 ul de glicerol (Sigma) y 500 pyL de solucién
salina 0.85% (J.T. Baker) al sedimento de bacterias para producir una suspension celular
concentrada, esta suspension se re-suspende en 10 gr de cada formulacion previamente
esterilizadas. El almacenamiento de las formulaciones se estudié a 4°C y 25°C durante

12 semanas.

6.6.5. Viabilidad de Lactococcus lactis ATCC 114545 en suspension.

Utilizando el método de cuenta en placa tomando como referencia la metodologia
utilizada por (Borges & Teixeira, 2014). Se prepararon medios de cultivo Agar MRS
(Sigma) para permitir el crecimiento de las colonias, posteriormente se tomo6 una muestra
de los hidrogeles con la bacteria previamente suspendida, se realizé una serie de
diluciones (10-1-10-®) se colocd 100 pL del hidrogel directo en las placas extendiendo por
toda la superficie con un asa de Digralsky, posteriormente se realizaron las diluciones en
solucion salina 0.85% (J.T. Baker) y se agita vigorosamente, se toman 100 uL de cada
dilucion y se realiza nuevamente un extendido en la placa, se llevan a incubar a 37°C 5%
COz2 durante 24 horas.

6.6.6. Citocompatibilidad: método Live/Dead
La viabilidad celular se examino con un kit de imagenes Live/Dead (ThermoFisher
Scientific). En resumen, se sembraron 500.000 células por pocillo en una placa de 12
pocillos y se incubaron a 37°C y 5% CO:2 overnigth. Al dia siguiente, los hidrogeles se
diluyeron con medio de cultivo a concentraciones de 10 mg/mL. Después de una
incubacion de 24, 48 y 72 h, los componentes A y B del kit de imagenes Live/Dead se

mezclaron y agregaron a cada pocillo, seguido de una incubacion de 15 min. A
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continuacion, la placa se colocé bajo un microscopio de fluorescencia para la observacion

y el recuento de células.

6.6.7. Viabilidad celular: método MTT

De acuerdo con la metodologia establecida por la norma 1ISO-10993-5 se utilizo
tripsina EDTA (Sigma) para disociar las células y re-suspenderlas en medio de cultivo
DMEM (ThermoFisher Scientific) suplementado (10% de suero fetal bovino y
estreptomicina), posteriormente se determina el numero de células por pozo. Utilizando
cajas de 96 pozo se sembraron células acordes al paso anterior por pozo (10,000
células). Se incubaron a 37°C y 5% de CO2durante 24 horas para permitir su adherencia.
Se preparo el extracto a diferentes concentraciones (100 %, 75%, 50% 25% y 12.5%) se
agregaron100 pL de cada dilucién en el pozo, posteriormente se incubaron a 37°C y 5%
de CO:2 durante 24, 48 y 72 h para permitir que actle la sustancia en todas las células.
Una vez transcurrido el tiempo se descarté el medio, se colocaron 100 pyL de MTT (0.5
mg/ml) en solucion tampon libre de calcio y magnesio, se incuba de 3 a 4 horas a 37°Cy
5%CO2 para permitir la formacion de los cristales de formazan, luego se eliminé el
sobrenadante, posteriormente se afiadi6 100 pL de isopropanol acido previamente
preparado y se dejaron los cultivos a temperatura ambiente hasta que los cristales de
formazan fueron disueltos. Finalmente, la lectura de densidad 6ptica se realizdé en un

espectrofotometro (ThermoFisher Scientific Multikan 60) a longitud de onda de 570 nm.

El porcentaje de viabilidad se obtuvo empleando la ecuacién 6.3.:

DO células tratadas

% viabilidad = 100 (6.3)

DO células control *

El ensayo tuvo un (n=3) con controles negativos (solvente), controles positivos

(Tritdon X- 100) y células no tratadas.
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1. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Seleccion de excipientes
Se realizé una busqueda exhaustiva en el estado del arte y productos comerciales
para poder determinar los polimeros base para las formulaciones a evaluar, para ello se
utilizaron los buscadores Scholar Google y NCBI utilizando como palabras clave “Vaginal
Gel Excipients” teniendo un tamafio de muestra de 24 publicaciones y 24 productos

comerciales.
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Figura 7.1. Histograma de frecuencias de excipientes utilizados en formulaciones de aplicacion vaginal en contexto
comercial y publicaciones de divulgacién cientifica JCR.

En la figura 7.1, se observan los polimeros mas frecuentemente utilizados en
formulaciones en gel para aplicaciones vaginales. Es importante considerar para la
seleccién de excipientes diversos aspectos, por ejemplo, comenzar por el alcance y el
impacto que este pueda tener comercialmente. Algunos de los excipientes mostrados en
el histograma pueden presentar excelentes propiedades y caracteristicas, sin embargo,
la correlacion costo-adquisicion para un futuro escalamiento, podria ocasionar una
desventaja a futuro, es por ello que de acuerdo con (Lopes et al.,2015) (Baruffaldi et
al.,2021) el costo de la goma xantana y Carbopol cumple con los requerimientos para ser

potenciales polimeros en formulaciones vaginales, incluso en aquellas formulaciones
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donde implica el contenido de probidticos (Tomas et al.,2020) (Kwiecien & Kweicien,
2018).

7.2. Disefio experimental factorial 23
Se prepararon 9 muestras de 600 gr cada una de acuerdo con lo establecido en el disefio

experimental, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7.1.

Tabla 7.1. Resultados del disefio experimental

Cagr)ti%pol Xantana Neutralizantes Viscosidad pH

Muestra
% % % Pa*s U
M-2 1.0 1.0 1.0 32.65 5.37
M-13 0.5 0.5 0.0 3.26 3.35
M-9 0.5 1.0 0.0 6.58 3.44
M-14 0.5 0.5 1.0 23.18 5.40
M-6 1.0 0.5 1.0 37.30 4.90
M-10 0.5 1.0 1.0 22.33 6.02
M-1 1.0 1.0 0.0 10.05 3.70
M-5 1.0 05 0.0 4.77 3.47
M-4 1.0 1.0 1.0 34.50 5.02
M-15 0.5 05 0.0 3.28 3.35
M-11 0.5 1.0 0.0 6.72 3.46
M-16 0.5 05 1.0 22.08 5.45
M-8 1.0 05 1.0 49.20 5.32
M-12 0.5 1.0 1.0 22.02 6.04
M-3 1.0 1.0 0.0 9.60 3.30
M-7 1.0 05 0.0 5.56 4.28
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7.3. Preparacion de hidrogeles pre-formulados
Con base en la metodologia establecida y lo expresado en la tabla 8, se obtuvieron
16 diferentes mezclas de hidrogeles cuyo propdsito es conocer las concentraciones
optimas de los polimeros base de las formulaciones, la apariencia fisica se muestra en la
figura 7.2. Se presentan 3 de las 16 muestras, la apariencia de los hidrogeles es color
claro no transparente debido a la concentracion de Goma Xantana. Ademas de presentar

homogeneidad y un olor neutro caracteristico del carbopol.
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Figura 7.2. Apariencia fisica de 3 de 9 hidrogeles pre-formulados [M-4; M-6; M-8]

7.3.1. pH

0-
N R RN

Pre-formulaciones

Figura 7.3. Resultados de pH correspondiente a los hidrogeles pre-formulados (25°C). los datos son promedio de n =
3,£SD
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En la figura 7.3 se observan las mediciones de pH que se realizaron, es claro
el incremento de pH de las muestras que no contienen neutralizante (M-1, M-3, M-7
M-9, M-11, M-13 y M-15) en comparacion con las muestras que fueron neutralizadas,
se observa que las muestras M-10 y M-12 son las que presentan un pH mas alto
(6.02 y 6.04), sin embargo, asociado el pH a la viscosidad la muestra M-8 no es la
mas alcalina pH = 5.32 tomando en consideracion que es la muestra que presenta
mayor viscosidad, cabe la posibilidad de que esto sucede debido a la interaccion
molecular entre el neutralizante y la concentracion del carbopol 940, sin embargo,
cumple con ambos parametros.
7.3.2. Viscosidad dindmica
Se determind la viscosidad de acuerdo con lo establecido previamente en la
seccion de metodologia obteniendo los siguientes resultados mostrados en la figura
7.4. En la cual se observa que la muestra que presenta mayor viscosidad es la
muestra M-8 la cual fue neutralizado con AMP, la cantidad estimada por gota fue de

120 gotas llegando a un pH de 5.32.
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Figura 7.4. Resultados de la Viscosidad dinamica correspondiente a las pre- formulaciones [Spin 7, 20 RPM, 20°C]
los datos son promedio de n = 3, £ SD

7.3.3. Analisis estadistico asociado a la pre-formulacion

Utilizando el software Statgraphics Centurion se realizé el andlisis estadistico
para obtener la concentracion de polimeros necesaria para obtener un pH en un
intervalo de 5-6 (Rupp, Rosenthal & Stanberry,2007) (Kurian et al.,2016) y un valor de
viscosidad en el intervalo de 35.00-65.000 Pa*s (Stankovic et al.,2012) (Mohamed et
al.,2022).
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Tabla 7.2 Efectos estimados para viscosidad

Efecto Estimado Error Estd. V.L.F.
promedio 18317.7 842.402

A: Carbopol 940 9272.13 1684.8 1.0
B: Xantana -522.875 1684.8 1.0
C: Neutralizante 24181.1 1684.8 1.0
AB -1984.63 1684.8 1.0
AC 6736.38 1684.8 1.0
BC -4543.63 1684.8 1.0
bloque 1604.63 1684.8 1.0

Estatabla 7.2 se muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados
y las interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos,
el cual mide su error de muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza
(V.I.F.) mas grande, es igual a 1.0 para un disefio perfectamente ortogonal, todos los
factores serian igual a 1. Factores de 10 o mas normalmente se interpretan como

indicativos de confusién seria entre los efectos.

Tabla 7.3. Andlisis de Varianza para viscosidad

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén- F Valor-P
cuadrados medio
A: Carbopol 940 | 3.43889E8 1 3.43889E8 30.29 0.0006
B: Goma | 1.09359E6 1 1.09359E6 0.10 0.7642
Xantana
C: Neutralizante | 2.33891E9 1 2.33891E9 205.99 0.0000
AB 1.57549E7 1 1.57549E7 1.39 0.2727
AC 1.81515E8 1 1.81515E8 15.99 0.0040
BC 8.25781E7 1 8.25781E7 7.27 0.0272
blogues 1.02993E7 1 1.02993E7 0.91 0.3688
Error total 9.08341E7 8 1.13543E7
Total (corr)
3.06487E9 15
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La tabla ANOVA presentada en la tabla 7.3 particiona la variabilidad de viscosidad
en piezas separadas para cada uno de los efectos. entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error
experimental. En este caso, 4 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que

son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 97.0363%
de la variabilidad en viscosidad. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas
adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables independientes, es
94.443%. EIl error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los
residuos es 3369.61. El error medio absoluto (MAE) de 1796.45 es el valor promedio de
los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar
si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos
en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicacion de

autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.

La ecuacioén (7.1) corresponde al ajuste del modelo del disefio experimental de la

variable de respuesta viscosidad:

Viscosidad = -12538.4 + 16979.2(Carbopol) + 19949.2(Xantana) +
17602.9(Neutralizante) - 15877.0(Carbopol*Xantana) + (7.2)
26945.5(Carbopol*Neutralizante) - 18174.5(Xantana*Neutralizante)

Lo anterior se puede corroborar en el gréfico de efectos principales y el diagrama

de Pareto. Ver figuras 7.5y 7.6.
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Figura 7.5. Diagrama de Pareto estandarizada para viscosidad
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Figura 7.6. Grafica de efectos principales para viscosidad.

De acuerdo con el andlisis de optimizacion en la tabla 7.4 se sugieren las
siguientes concentraciones para los polimeros.

Tabla 7.4. Valores 6ptimos correspondiente al andlisis de viscosidad.

Factor Bajo Alto Optimo
Carbopol 940 0.5 1.0 1.0
Goma Xantana | 0.5 1.0 0.5
Neutralizante 0.0 1.0 1.0

Valor  Optimo | 41.938 Pa*s
para viscosidad

Los resultados del analisis del disefio correspondientes a la variable pH son los
siguientes.

Tabla 7.5. Efectos estimados para pH.

Efecto Estimado Error Estd. V.L.F.
promedio 4.49188 0.0649128

A: Carbopol -0.14375 0.129826 1.0
B: Xantana 0.10375 0.129826 1.0
C: Neutralizante 1.89625 0.129826 1.0
AB -0.24875 0.129826 1.0
AC -0.43125 0.129826 1.0
BC 0.24125 0.129826 1.0
bloque 0.07125 0.129826 1.0

Esta tabla 7.5 se muestra las estimaciones para cada uno de los efectos estimados

y las interacciones. También se muestra el error estandar de cada uno de estos efectos,
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el cual mide su error de muestreo. Note también que el factor de inflacion de varianza
mas grande, es igual a 1.0, para un disefio perfectamente ortogonal, todos los factores
serian igual a 1. Factores de 10 o mas normalmente se interpretan como indicativos de

confusion seria entre los efectos.

Tabla 7.6. Andlisis de varianza para pH

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén- F Valor-P
cuadrados medio
A: Carbopol 940 | 0.0826563 1 0.0826563 1.23 0.3004
B: Goma | 0.0430562 1 0.0430562 0.64 0.4473
Xantana
C: Neutralizante | 14.3831 1 14.3831 213.34 0.0000
AB 0.247506 1 0.247506 3.67 0.0917
AC 0.743906 1 0.743906 11.03 0.0105
BC 0.232806 1 0.232806 3.45 0.1002
bloques 0.0203063 1 0.0203063 0.30 0.5981
Error total 0.53935 8 0.0674187
Total (corr)
16.2926 15

La tabla ANOVA presentada en la tabla 7.6 particiona la variabilidad de pH en
piezas separadas para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia
estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error
experimental. En este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que

son significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 96.6896%
de la variabilidad en pH. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para
comparar modelos con diferente nUmero de variables independientes, es 93.793%. El
error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es
0.259651. El error medio absoluto (MAE) de 0.135938 es el valor promedio de los
residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si

haya alguna correlacién significativa basada en el orden en que se presentan los datos
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en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5.0%, no hay indicacion de

autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del 5.0%.

La ecuacion (7.2) corresponde al ajuste del modelo del disefio experimental de la

variable de respuesta viscosidad.

pH = 219938 + 2.0675(Carbopol) + 1.2175(Xantana) +
2.46625(Neutralizante) — 1.99(Carbopol*Xantana) - (7.2)
1.725(Carbopol*Neutralizante) + 0.965(Xantana*Neutralizante)

Lo anterior se puede corroborar en el gréfico de efectos principales y el diagrama

de Pareto. Ver figuras 7.7 y 7.8.
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Figura 7.7. Diagrama de Pareto estandarizada para pH
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Figura 7.8. Gréfica de efectos principales para pH

De acuerdo con el analisis de optimizacion en la tabla 7.7 se sugieren las
siguientes concentraciones para los polimeros.
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Tabla 7.7. Valores 6ptimos correspondientes al analisis de pH

Factor Bajo Alto Optimo
Carbopol 940 0.5 1.0 1.0
Goma Xantana | 0.5 1.0 0.5
Neutralizante 0.0 1.0 1.0
Valor  Optimo | 5.81

para pH

Con base en lo anterior se puede establecer un sistema de formulaciones
considerando la concentracion base de carbopol 940 al 1% y de Goma xantana al 0.5%,
sin embargo, es imprescindible analizar y comparar el efecto de distintos neutralizantes,

base inorganica (NaOH) y bases organicas (TEA-AMP).

7.4. Formulacion de los hidrogeles.
Se prepararon una serie de cinco hidrogeles, de acuerdo con lo establecido en el
capitulo 6 (ver tabla 6.3). La apariencia de los hidrogeles es color claro no transparente,
presenta homogeneidad y un olor neutro. En la figura 7.9. Se muestran los hidrogeles

F1:F5 previamente a ser esterilizados con vapor.

Figura 7.9. Apariencia fisica de los hidrogeles no esterilizados F1:F5.

El proceso de esterilizacion se realiz6 por vapor en autoclave a 120°C, 103,421.39
Pay 15 min, para poder realizar las pruebas bioldgicas pertinentes. En la figura 7.10 se
puede observar la apariencia fisica de los hidrogeles F1:F5 enseguida del proceso se
esterilizacion en la cual se perdi6 el 1.5 % + 0.2 de peso, este efecto puede asociarse a
la pérdida de agua durante el proceso, ademas es observable la presencia de burbujas

en el hidrogel F3.
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Figura 7.10. Apariencia fisica de los hidrogeles esterilizados F1:F5.

Un cambio importante que se observo tras el proceso de esterilizacion, fue la

disminucién de la viscosidad en la mayoria de los hidrogeles, (ver seccién 7.5.2).

7.4.1. Mecanismos de formacién de los hidrogeles

En sistemas acuosos conteniendo Carbopol, la mejor manera de lograr una
actividad gelificante y lograr formar un gel, es mediante la neutralizacion del polimero con
una base, ya sea organica o inorganica. Durante la formacién de los hidrogeles ocurre
una reaccion en la cual, la neutralizacién ioniza el polimero y genera cargas a lo largo de
la columna vertebral del polimero. Las repulsiones de cargas similares provocan
entonces el desenrollamiento de la molécula en una estructura extendida. Esta reaccion
es rapida y da espesamiento instantaneo y formacion/estabilizacién de un hidrogel (Park
& Shlepr,2006). Ver figura 7.11.

AMP

Neutralizantes

NaOH

Figura 7.11. Mecanismos de neutralizacion en los hidrogeles.
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A pesar de que todas las formulaciones presentadas en este trabajo funcionan con
el mismo mecanismo de neutralizacién, cada neutralizante exhibe diferentes valores de
pH, capacidades de amortiguamiento, caracteristicas reoldgicas, interacciones quimicas

y, en consecuencia, la formacion de los hidrogeles seréa diferente.

Las caracteristicas en la gelificacion de los diferentes hidrogeles, dependera en
gran medida del tipo de neutralizante y su grado de neutralizacion (pH y capacidad de
amortiguamiento); asi como de la fuerza i6nica de la solucidon acuosa de partida. Bases
inorganicas, como hidroxido de sodio o hidréxido de potasio, o bien aminas de bajo peso
molecular y las alcanolaminas proporcionaran una neutralizacién satisfactoria. Algunas
de las bases aminicas eficaces como neutralizantes incluyen: NaOH (hidroxido de sodio),
TEA (trietanolamina), AMP®-95 (aminometilpropanol), Tris Amino® (trometamina),
Neutrol® TE (tetrakis-2-hidroxipropil etilendiamina), etc. (The Lubrizol Corporation,2011)

Pero también, en la mayoria de los casos en los que se usa el Carbopol para la
formacién de geles, se recomienda que el Carbopol esté totalmente hidratado para que
exista una solvatacion del mismo y las cadenas poliméricas se desenrollen de manera
eficiente en el sistema acuoso, de esta manera es posible facilitar que exista un mayor
namero de enlaces de hidrégeno, y se favorezca una mejor neutralizacion del sistema.
Algunos ingredientes que forman enlaces de hidrégeno con la molécula del polimero
(Carbopol), que hace que se desenrollen son los donantes de iones hidroxilo como, por
ejemplo: polioles (glicerina, propilenglicol y polietilenglicol), alcoholes de azucar (manitol,
sorbitol), tensioactivos no iénicos con cinco o mas grupos etoxi, 6xido de polietileno, y

alcohol polivinilico totalmente hidrolizado, entre otros.

Las dispersiones del polimero Carbopol se puede espesar mediante neutralizacion
y/o enlaces de hidrogeno. Primeramente, habra que permitir que el carbopol se
desenrolle mediante la solvatacion y una vez afiadido el neutralizante (base inorganica u
organica-aminas) se comienza con la formacion del hidrogel, formandose una sal que se
hinchara. El agente neutralizante es muy importante, ya que las sales formadas pueden
precipitar y no formarse el gel. EI mecanismo de gelificacion por la formacion de enlaces
de hidrégeno y posterior neutralizacion es lento, y puede tomar de una a cuatro horas
para alcanzar la viscosidad maxima.
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Esto activa la funcionalidad i6nica del polimero, provocando que el polimero se
hinche a través de la repulsion de carga (hidrodinamica expansion de volumen),
produciendo una asociacion hidrofébica controlada a través de la combinacion del lado
semi-hidrofébico e hidrofébico en sitios especificos de las cadenas poliméricas, tanto del

Carbopol como de la Goma Xantana.

7.5. Caracterizacion fisicoquimica
Se establecio en la metodologia experimental realizar una caracterizacion de los
hidrogeles y comparar sus cambios fisicoquimicos tras el proceso de esterilizacion, es

decir, se evaluaron las caracteristicas de los hidrogeles no esterilizados y esterilizados.

7.5.1. Capacidad de amortiguamiento

Las curvas de titulacion obtenidas se utilizaron para determinar la capacidad
amortiguadora correspondiente, definida previamente como la cantidad de hidréxido de
sodio necesaria para alcanzar un valor de pH de 10, o bien hasta romper la capacidad de
amortiguar los cambios de pH. En general, la capacidad amortiguadora esté relacionada
con la presencia de polimeros acidos en la composicion de los lubricantes (Cunha et
a.,2014), como es el caso de los hidrogeles desarrollados en este proyecto, debido a la
presencia de carbopol, esta caracteristica acida influye directamente en la capacidad
amortiguadora, esto ocurre directamente por la funcionalidad i6nica del polimero. Los
acidos de bajo peso molecular como el acido lactico bien pueden funcionar como un
sistema amortiguador ideal para las formulaciones vaginales. Algunos probidticos lo
producen naturalmente in vivo y es el principal responsable del pH &cido de la vagina
(Boskey et al.,2001) (Bonferoni et al.,2006). Para comprender mejor la capacidad
amortiguadora relativa de los productos simulando el pH vaginal ademas de diluir los
hidrogeles en SSF, se realizé la misma evaluacion usando SFV como medio de
dispersion, esto con la finalidad de obtener una respuesta mas acertada sobre la
resistencia que los hidrogeles poseen a los cambios de pH, ya que (Leyva-Gomez et
al.,2019) reportan que la cavidad vaginal es un ambiente muy variable, en el cual, el pH
es uno de los mas frecuentes. En la figura 7.12 se muestra la capacidad amortiguadora

relativa de los hidrogeles.
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Figura 7.12. Capacidad de amortiguamiento relativa de los hidrogeles (F1:F5) no estériles y estériles, diluidos en SSF
y SFV.

Como era de esperar, todos los hidrogeles mostraron una mayor capacidad
amortiguadora después de ser mezclados con SFV debido al efecto intrinseco de este
fluido, en comparacion con la capacidad de la SSF. Ademas, es importante destacar los
cambios fisicos a los cuales fueron expuestos los hidrogeles, tras el proceso de
esterilizacion, sin embargo, se podria manifestar un analisis mas detallado en las
formulaciones estériles, ya que el propdsito de los hidrogeles es la administracion vaginal,

por lo tanto, una formulacién no estéril no es posible su aplicacion.

Para el caso de la dilucion en SSF, los hidrogeles F4 y F5 no estériles presentaron
una capacidad de amortiguamiento baja, y en la condicion de esterilidad F3, F4 y F5
también mostraron baja capacidad de amortiguamiento. Este resultado indica que estos
hidrogeles no modificarian el pH vaginal (Kristmundsdottir, Sigurdsson & Thormar,2003).
Por otro lado, la capacidad amortiguadora del hidrogel F3, disminuyo tras el proceso de
esterilizacion, situacién que podria estar asociado al cambio molecular (ver seccion
7.5.5.). Pero al analizar el comportamiento de este hidrogel no estéril diluido en SFV y
SSF, no presentan un cambio significativo entre si, sin embargo, el hidrogel F3

esterilizado si presenta una diferencia significativa al estar diluido en SSF y SFV.

En el caso de los hidrogeles F1 y F2 mayor capacidad de amortiguamiento,

teniendo un incremento significativo después de ser esterilizados, sin embargo, en
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relacion con el pH inicial, la viscosidad dinamica y sus propiedades reoldgicas, F1 no
presenta caracteristicas selectivas para aplicacion vaginal. Para F2 el comportamiento
parcialmente similar a F3, ya que F2 no estéril si presenta un cambio significativo diluido
en SSFy SFV, pero al igual que F3, su capacidad amortiguadora aumenta posterior a ser
esterilizados, por lo tanto, los dos hidrogeles con mejores condiciones de capacidad de
amortiguamiento son F2 y F3. La similitud esta probablemente asociada al mecanismo

de neutralizacion con alcanoaminas; TEA y AMP, respectivamente.

Los resultados anteriores se determinaron de acuerdo con un analisis ANOVA de
dos vias se comprobd que estadisticamente existen diferencias significativas entre la
condiciéon (SSF-SFV) y la esterilidad, mediante una prueba de Tukey HSD, en ambos
factores el valor p>0.05 con un R-cuadrado de 92.31%.

7.5.2. Viscosidad de dinamica
La viscosidad dindmica en las formulaciones vaginales, especificamente los
hidrogeles, es una propiedad muy importante para aplicaciones in situ, por lo que el
hidrogel no debe ser demasiado fluido (Patel & Patel 2015; Velazquez et al. 2019). En la
figura 7.13 se muestran los cambios de viscosidad sujetos a tres distintas condiciones de

los cinco hidrogeles; esterilizados, no esterilizados y esterilizados diluidos en SFV.
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Figura 7.13. Resultados de viscosidad dinamica de los hidrogeles F1:F5, no estériles, estériles y estériles diluidos en
SFV, a 20°C, Spin 6-7, los datos son promedio de n = 3, + SD, Tukey HSD (p>0.05).
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Visualmente existe una disminucion de la viscosidad tras la esterilizacion con
vapor y posterior a la dilucién en SFV. Tras un andlisis estadistico mediante una ANOVA
de dos vias se comparo el efecto de la condicion de esterilidad y dilucion, la formulacion
y una correlacion formulacion-condicion, en los 3 factores el valor p<0.05, con un R-
Cuadrado del 98%, por lo tanto, son significativamente diferentes. Al realizar una
comparacion de medias con una prueba de Tukey HSD, resulta que, respecto a la
formulacion los cinco hidrogeles son significativamente diferentes entre si, respecto a los
hidrogeles diluidos en las tres condiciones, son significativamente diferentes entre si,
mientras que en la correlacion formulacion-condicion todas son significativamente
diferentes a excepcion de los hidrogeles F4 y F2 que estadisticamente son muy

parecidos, asi como F1 no estéril y F1 estéril.

El comportamiento de F1, en comparacion con el resto de los hidrogeles era
esperado, fisicamente su grado fluidez es directamente proporcional al mecanismo de
neutralizacion, por lo tanto, al no encontrarse entrecruzado su viscosidad es
evidentemente baja en las tres condiciones; no estéril, estéril y estéril diluido en SFV,
respectivamente (3.025 + 0.043, 3.110 + 0.096, 1.722 £ 0.11 Pa*s). Ademas, recordando
que la viscosidad dinamica se encuentra estrechamente relacionada con el pH, es
comprobable que F1, ademas de ser el hidrogel menos viscoso, es el mas &cido.
Observando la figura 7.13, F5 se muestra como un gel mas viscoso en las tres
condiciones (38.100 + 0.18, 38.58 +0.10, 33.042 +0.12 Pa*s). y el que presenta el pH
mas alto, incluso considerandose dentro de los intervalos de neutralidad. Este resultado
se encuentra asociado al mecanismo de neutralizacion (Hidroxido de sodio) y a la
ausencia de acido lactico. Por otro lado, F4 que también se neutralizoé con hidroxido de
sodio presentdé una disminucién significativa en la viscosidad (de 14.12 + 0.15, 12.19 +
0.16, 11.21 + 0.12 Pa*s), debido a la presencia del acido lactico, mientras que F2 y F3,
gue fueron neutralizados con alcanoaminas presentaron mayor viscosidad (18.58 + 0.33,
15.11 £+ 0.07, 11.33 £ 0.16 Pa*s) (21.98 + 0.10, 20.25 + 0.25, 13.38 + 0.05 Pa*s),

respectivamente, en comparacion con F4, pero menor que F5.

Realizando una comparacion con los geles de aplicacion vaginal disponibles

comercialmente y, reconocidos como productos de calidad, es comparable la viscosidad
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de F5 con el gel Replens ® que presentan una viscosidad aproximadamente 50.00 Pa*s.
(Forbes, et al., 2014).

7.5.3. pH

El pH es una variable muy importante para el control de calidad de los hidrogeles
de aplicacion vaginal, es por ello que es imprescindible el cuidado en estas mediciones.
Al tratarse de hidrogeles neutralizados el cambio de pH es bastante sensible, en la figura
7.14 se presenta una comparativa de los cambios de pH asociados a las tres diferentes
condiciones de dilucién y proceso de esterilizacion. Un punto muy importante a considerar
es el pH que contiene el SFV. Se prepar6é de acuerdo con la metodologia de (Owen &
Katz, 1999) donde sugieren que el pH del SFV sea ajustado a 4.2, por lo tanto, en la
condicién del hidrogel diluido en SFV es esperado un descenso en el pH. Existe una
excepcion en hidrogel F1, al no estar neutralizado, y por las caracteristicas acidas de las
materias primas, el pH incremento al ser diluido en SFV. El pH inicial de F1 es de 2.74 +
0.06 y 2.83 + 0.070, no esterilizado y esterilizado, respectivamente. Y al ser diluido en
SFV increment6 a 3.55 + 0.12. Mientras que los hidrogeles neutralizados presentaron de
forma inversa dicho comportamiento, debido a la naturaleza alcalina de las bases
organicas (TEA, AMP) e inorganica (NaOH).
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Figura 7.14. Resultados de pH de los hidrogeles F1:F5, no estériles, estériles y estériles diluidos en SFV, los datos
son promedio de n = 3, + SD, Tukey HSD (p>0.05).
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Tras un analisis estadistico mediante una ANOVA de dos vias se comparé el efecto
de la condicion de esterilidad y dilucién, la formulacion y una correlacion formulacion-
condicion, en los tres factores el valor p<0.05, con un R-Cuadrado del 99.63%, por lo
tanto son significativamente diferentes, sin embargo; al realizar una comparacion de
medias con una prueba de Tukey HSD resulta que respecto a la formulacion los
hidrogeles F4 y F2 son iguales, pero significativamente distintos a los hidrogeles F1, F3
y F5, y estos son diferentes entre ellos. Respecto a los hidrogeles sujetos a las tres
condiciones solo son significativamente diferentes después de la dilucion en SFV, y no

se encontrd una diferencia significativa tras el proceso de esterilizacion.

Relacionando los resultados de viscosidad dindmica con pH, los valores de F1 se
encuentran significativamente mas bajos en comparacién con el resto de los hidrogeles,
sin embargo, F3, F2 y F4, son hidrogeles que no presenta alteraciones significativas en
el pH bajo las 3 condiciones de estudio, asociando este comportamiento a la capacidad
amortiguadora, F2 y F3 tienen un comportamiento ideal para soportar cambios de pH
relacionados con el entorno vaginal. Por lo tanto, en este sentido, los hidrogeles
neutralizados con alcano-aminas, presentan mejores caracteristicas que los hidrogeles

neutralizados con NaOH.

Realizando una comparacion de pH con los geles de aplicacién vaginal disponibles
comercialmente, los hidrogeles F2, F3 y F4 son comparables con el gel Fillergyn® que
presenta un pH de 4.5 £ 0.1, mientras que F1 es comparable con Replens® y Deflagyn
® que presentan un pH de 3.0 £ 0.1. (Cunha et a.,2014) (Muller & Sailer, 2021). Sin
embargo, la condicion acida de F1 se ve afectada directamente sobre la viscosidad y
sobre el crecimiento de probidticos ya que (N'Guessan et al., 2020) probaron que el
crecimiento 6ptimo de Lactobacillus crispatus fue de entre 6 y 7, esta variable puede
afectar de manera positiva 0 negativa, (O'Hanlon et al.,2013) demostraron que el pH
alcalino de la vagina asociado a la presencia de liquido seminal reduce la accion
protectora de la acidez vaginal contra los patégenos, ademas la OMS recomienda que

los productos de aplicacién vaginal deben ser acidos, por lo tanto, se puede inferir que la
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presencia de un hidrogel que no presente cierto grado de acidez podria propiciar un

ambiente favorable para que microorganismos patdgenos puedan proliferar.

7.5.4. Propiedades Reoldgicas
Se estudiaron las propiedades reologicas para poder determinar el
comportamiento viscoelastico de los hidrogeles. Estas propiedades fueron evaluadas a

través de un barrido de deformacion a 37°C.

—-— F1E-G' -~ F1E-G"
- F2E-G' =& F2E-G"
—— F3E-G' - F3E-G"
2 -+ F4E-G' % F4E-G"
E —— F5E-G' —e- F5E-G"

Frecuencia (Hz)

Figura 7.15. Resultados reoldgicos de las pruebas de barrido de frecuencia obtenidos a partir de los hidrogeles
diluidos en SFV a 37 °C, los datos son promedio de n = 3, £ SD.

En la Fig. 7.15 se presentan los valores del mdédulo elastico o de almacenamiento
(G") y del médulo viscoso o de pérdida (G") a 37°C, en funcion de la frecuencia (0-10 Hz)
para las formulaciones esterilizadas, con las mismas proporciones de Carbopol: Xantana
y con diferentes neutralizantes. Una de los hidrogeles se tom6 como control negativo, sin
neutralizar (F1), las otras se neutralizaron con TEA (F2), AMP (F3) y con NaOH 1N (F4).
Ademas, uno de los hidrogeles no contenia acido lactico (F5) y se neutralizé con NaOH
1IN. Se observa que todos los hidrogeles (F1:F5) presentaron un médulo elastico (G’)
mayor que el moédulo viscoso (G”), es decir G’> G" en funcién de la frecuencia. F5(=500
Pa)>F3 (=400 Pa)>F2:F4 (=90-100 Pa>F1 (=40 Pa). (Mezger, 2013). Esto denota el
caracter predominante de las formulaciones como un gel viscoelastico mas que como un
liguido, aun cuando las formulaciones hayan sido neutralizadas con diferentes
neutralizantes (inorganicos y organicos), esterilizadas por autoclave y diluidas en fluido
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vaginal simulado (SFV). Esto es relevante, debido a que nos sugiere que podria existir
un tiempo de residencia mayor en la vagina sin ser exudado de manera rapida de la
cavidad (Xu et al.,2013) (Nevez et al., 2009).

El hidrogel F1 present6 valores menores para ambos médulos (G’/G”), mientras
que F5 presentd valores mayores de G'/G”. El hidrogel F1 al no ser neutralizado con
ningan agente quimico, por lo que el hidrogel formado es mucho més débil que las otras
formulaciones. El hidrogel F3 que presentd un médulo G’ mayor que los demas, ya que
contiene un &cido organico deébil, lo que ocasiona una expansion de las cadenas
poliméricas en un ambiente &cido, debido a que se forman mayores concentraciones de
sales residuales tras la neutralizacion y el gel formado es mucho mas fuerte que los
demas. Por lo que se corrobora que se observé un comportamiento similar al de un sélido

con una microestructura tridimensional rigida bajo las condiciones evaluadas.

1000 1000
—e F1E-¢' —© F1E-G"
= F2E-G' & F2E-G"
100- —— F3E-G' & F3E-G"
© Q
o ,_a'_ — F4E-G' V% F4E-G"
o L+ FsE.@ — F5EG"

1 I 1
1 10 100
% Deformacion

Figura 7.16. Resultados reoldgicos de las pruebas de barrido de deformacion obtenidos a partir de los hidrogeles
diluidos en SFV a 37 °C, los datos son promedio de n = 3, + SD.

En el barrido de deformacion que se presenta en la figura 7.18 el hidrogel F3 tuvo
un comportamiento similar a F5, los cuales fueron 45 veces mas firmes que el hidrogel
F1, este fendmeno se encuentra asociado a la neutralizaciéon ya que F3 y F5 fueron
previamente neutralizados con AMP y NaOH 1N respectivamente, mientras que F1 no se
encuentra neutralizado. El hidrogel F2 presentd un comportamiento mas débil en
comparacion con F3, lo que demuestra que reoldgicamente la base AMP forma
hidrogeles més fuertes que la TEA, Respecto a F4 la formacién del hidrogel es
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significativamente mas débil que F5, debido a la presencia de acido lactico, esto podria
estar relacionado con una probable formacion de sales de lactato de sodio. Todos los
hidrogeles resistieron una deformacion del 80% antes de presentar un cruce en sus

maodulos y mostrar caracteristicas de un material liquido tipico de G' < G".

Estos resultados pueden atribuirse a la reaccién quimica de ionizacién del acido
poliacrilico del carbopol, con los hidrogeles neutralizados, los resultados del hidrogel F1
se esperaban debido a que no esté neutralizado se considera como un hidrogel sensible

a movimientos mecanicos oscilatorios.

Ademas, estas diferencias reolégicas observadas entre Carbopol 940 neutralizado
con NaOH y bases organicas TEA y AMP pueden explicarse por los diferentes grados de
ionizacion entre el acido poliacrilico (Tamburic & Craig, 2011). En el caso del Carbopol
940, la adicion de una base fuerte (NaOH) promueve la disociacion del acido poliacrilico,
lo que provoca la repulsion de cargas similares y la formacion de una red de hidrogel
expandida. En el caso de los hidrogeles neutralizados con bases débiles, el grado de
ionizacidn es menor y, en consecuencia, se reducira la hidratacion y el desenrollamiento
de las cadenas moleculares, dando lugar a una estructura menos elastica (Rossi et al.,
2011).

7.5.5. Interacciones Moleculares.

Se us0 espectroscopia FTIR para comparar los cambios estructurales de los cinco
hidrogeles tras el proceso de esterilizacion con vapor, ademas de una posible interaccion
entre las principales materias primas (Carbopol-Xantana). En la figura 7.17 se encuentran
los espectros FTIR de los cinco hidrogeles no esterilizados, las materias primas (Carbopol
y Goma Xantana) y los neutralizantes organicos (TEA y AMP), mientras que en la figura
7.18. se muestra el espectro de los cinco hidrogeles esterilizados, las materias primas y

los neutralizantes organicos.

a) Las bandas caracteristicas del carbopol: 1700 cm™ se debe al estiramiento del
carbonilo (C=0) del grupo carboxilico del carbopol, 2956 cm~ debido a la vibracién
de estiramiento de los grupos hidroxilo (OH) y al enlace de hidrégeno

intermolecular. 1448 cm~! debido a la vibracion de estiramiento O-C-O. La banda
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de 1247 cm™ representa la vibraciéon de estiramiento del grupo éter del acido
acrilico. (Sahoo et al., 2011)

b) El espectro infrarrojo de la goma xantana presenté una banda en 3440 cm™ que
se relaciona con las frecuencias de vibracion de estiramiento de los grupos N-H y
del O-H con enlaces de hidrogeno. Ademas, en la region de estiramiento C-H del
espectro FTIR, la banda de baja intensidad en 2930 cm™ se asigné a modos
simétricos de CH2. Ademas, la banda caracteristica de vibracion de tipo tijera del
CHz2, que suele ocurrir a 1413 cm2, también estaba presente en la muestra. (Khan
et al., 2015)

c) El espectro de TEA, presenté bandas de 1023 cm™, 1400 cm™ y 1558 cm™ que
se atribuyen a las vibraciones de estiramiento de C-O, C-H y N-H,
respectivamente. El pico ancho de 3430 cm™ sugiere la presencia del grupo OH y
también del grupo N-H. (Islam et al., 2004)

d) El espectro de AMP, present6é bandas de 3500 cm™ — 3300 cm™, que se atribuyen
a vibraciones de estiramiento simétrico y asimétrico de N-H, ademas de la
presencia del grupo OH. También una serie de bandas entre 1640 -1500 cm
asociado a la flexién de N-H, mientras que las bandas de 1200-1000 cm-1 se debe

a estiramiento C-N. (Budiman & Sebayang, 2010)
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Figura 7.17. Espectros FTIR de los hidrogeles, no estériles, materias primas y neutralizantes.

De acuerdo con el analisis FTIR, la interaccion molecular entre la goma xantana y
el carbopol 940 es evidente en F1 (no neutralizado) en una banda que se encuentra en
la regién 1600 cm™, se infiere que el estiramiento del grupo hidroxilo del carbopol
interacciond con el ion carbonilo del acido piravico o acido glucurénico de la goma

xXantana.

El hidrogel F1 que no se encuentra neutralizado, y el F2:F5 se observa una
pequefia banda en la regién 1650 cm?, por lo tanto, es posible que la banda caracteristica

de la neutralizacion se encuentre en esta region.
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Figura 7.18. Espectros FTIR de los hidrogeles, estériles, materias primas y neutralizantes.

Los espectros FTIR mostrados en la figura 7.18 corresponden a los cambios
moleculares que ocurrieron en los hidrogeles F1:F5 al ser esterilizados. La esterilizacion
con vapor indujo cambios en los hidrogeles, que son corroboradas en los espectros FTIR.
Se observaron bandas similares en los espectros de las muestras no esterilizadas ligadas
a los grupos funcionales que se encuentran en la goma xantana y el carbopol. El
desplazamiento y los cambios en las bandas de intensidad indican interacciones
quimicas entre los grupos funcionales. (Jarry et al., 2002) sugirieron que los productos
coloreados que aparecian como probable consecuencia de la reaccién de Maillard entre
los grupos amino y carbonilo, deberian ser cuidadosamente examinados en términos de
su biocompatibilidad y citotoxicidad, ademas (Lim, Khor & Ling, 1999) mencionan que el
desplazamiento de la banda amino estaba relacionada con el entrecruzamiento de estos
mMismos grupos, aunque la coloracion no se aprecia a simple vista, por los resultados de

los espectros FTIR, se puede inferir que dicho fenémeno ocurrié.

Relacionando las caracterizaciones anteriores con estos resultados, la viscosidad
cae significativamente en ambos escenarios cuando. Esto podria deberse a la naturaleza

de la goma xantana. La goma xantana tiene una estructura en forma de hélice. La
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temperatura rompe esta naturaleza helicoidal, lo que resulta en una caida de la viscosidad
(Jadhav, Bhitre & Inamdar, 2018). Por lo tanto, para la esterilizacion de hidrogeles que
contienen goma xantana se pueden utilizar otras técnicas de esterilizacion, como la

esterilizacion por radiacion o gaseosa.

7.6. Caracterizacion Biologica.

Se realizé una caracterizacidén biologica a los hidrogeles mediante ensayos de
citotoxicidad empleando un modelo de células HeLa. Ademas, de los hidrogeles también
se determinaron caracteristicas importantes de la bacteria probiética Lactococcus lactis
ATCC 11454, con el propodsito de incorporarla a los hidrogeles estériles y evaluar la
viabilidad bacteriana en condiciones de almacenamiento a 25°C y 4°C. Sin embargo, los
resultados mostraron actividad interesante relacionada con el pH y la inhibicion de
crecimiento debido a la presencia de conservantes EDTA y el principio activo acido

lactico.

7.6.1. Cinética de Crecimiento Lactococcus lactis ATCC 11454,
En la figura 7.21 se muestra una curva de crecimiento de la bacteria donde la fase
exponencial comenzo a la hora 5 y termin6 a la hora 27. Comportamiento muy similar al
reportado por (Lv, Cong & Cai, 2004) (De Vuyust & Vandamme, 1992).
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Figura 7.19 Cinética de crecimiento de Lactococcus lactis ATCC 11454 (37°C-5%CQO:z), los datos son promedio de n
=3, SD.
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7.6.2. Tincion Gram.
En la figura 7.22 se observan formas tipo cocos caracteristicos de la bacteria en

estudio, ademas que se alcanza a apreciar la pared de peptidoglicano tipica de las

bacterias Gram positivas.
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Figura 7.20. Pruebas de tincion Gram en Lactococcus lactis ATCC 11454 (36.a-36¢ 40x; 36b-36d 100x)

7.6.3. Conteo de viabilidad bacteriana.

Como se mencioné anteriormente, se tomé una muestra de la cinética de
crecimiento a la hora 6, tomando como punto de partida que en la fase de crecimiento
existe un mayor porcentaje de células bacterianas viables. A la hora 6 se present6 una
absorbencia de 0.2. Este dato es importante, para poder determinar las UFC totales que
se suspendieron en los hidrogeles. De acuerdo con (Oerlemans et al.,2020) se sugieren
gue la carga microbiana para un hidrogel de aplicacién vaginal sea de 10°-10%° UFC por

gramo de hidrogel.

Se realizaron diluciones seriadas y el experimento se realizé por duplicado, en la

tabla 7.8 se muestran los resultados del conteo.
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Tabla 7.8. Resultados del conteo de dilucion en placa de la muestra correspondiente a la fase de crecimiento inicial.

Dilucién UFC/mL
107 Incontable
106 Incontable
10° Incontable
10* 9,820,000
103 329,000
102 136,150
10 525

Figura 7.21. Placas de Agar MRS con crecimiento de la cepa Lactococcus lactis ATCC 11454. a) dilucién 104, b)

dilucién 101, c) control de crecimiento.
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En las figuras 7.23a y 7.23b, se muestra el crecimiento de la dilucién 10% y 10?,
respectivamente, las cuales pertenecen a los cultivos contables la mas y la menos
concentrada, observandose una forma redondeada esférica y de color blanquecino

caracteristico de la cepa, figura 7.23c.

7.6.4. Incorporacion del probiético a los hidrogeles.
Se realiz6 la suspension de la bacteria en una solucion 50% glicerol 50% solucion
salina 0.85% y se incorporo en las formulaciones previamente esterilizados colocadas en

un frasco de vidrio como se observa en la figura 7.24.

Figura 7.22. Hidrogeles estériles adicionados con el probidtico Lactococcus lactis ATCC 11454 (To), los datos son
promedio de n = 3, + SD.

7.6.5. Viabilidad del probiético en suspension.
En el tiempo inicial de las 12 semanas proyectadas, se sembré una muestra de
cada hidrogel, sin embargo, a las 24 horas del experimento no se observo crecimiento en

las cajas con Agar MRS. Ver figura 7.25.
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Figura 7.23.Placas de Agar MRS sin crecimiento aparente posterior a 24 h de incubacion a 37°C — 5% COz
correspondiente al To.

Por lo tanto, en esta etapa de la formulacion se propuso una estrategia adicional a
la metodologia establecida. Partiendo de posibilidades intrinsecas y extrinsecas a los
hidrogeles, de acuerdo con lo reportado por (Hancock, 2005). Al tratarse de una bacteria
gram positiva Lactococus lactis ATCC 11454 se encuentra sensible a la lisis celular
debido a la interaccién de compuestos catidnicos que actian con la membrana celular y
destruyen la barrera penetrando al interior de la célula atacando objetivos internos,
ademas algunos glicopéptidos bloguean la formacion de la pared celular de
peptidoglicano caracteristico de las bacterias gram positivas, actuando directamente en
la traduccion y por ende afecta la sintesis de proteinas. Aunado a lo anterior y ya que el
EDTA actia como conservante y al tener 4 iones H* es probable que su presencia en los
hidrogeles tenga dicho efecto sobre Lactococcus lactis ATCC 11454. Ademas de acuerdo
con los experimentos realizados durante la formulacion de los hidrogeles el acido lactico
interferia en la reaccién de neutralizacion debido a que tiene un efecto coagulante
asociado al ion lactato que puede interferir con la ionizacion del acido poliacrilico y sus
neutralizantes, interfiriendo directamente en el pH. Por lo tanto, se plante6 realizar una
serie de pruebas mediante la técnica de halo de inhibiciébn con las restricciones

especificadas en la tabla 7.9.
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Tabla 7.9. Formulaciones de los hidrogeles de prueba para Halo de inhibicion.

Componentes P4 P5 P6
Carbopol 940 1% 1% 1%
Goma Xantana 0.5% 0.5% 0.5%
Glicerina 10% 10% 10%
Nisina 0.05% 0.05% 0.05%
Ac. Hialuronico 0.125% 0.125% 0.125%
Ac. Lactico 15% e e
Suspension 10% 10% 10%
bacteriana

EDTA 01% e e
Agua c.b.p. c.b.p. c.b.p.
pH [Ajustado con | 4.5 6.02 6.05
NaOH 1 N]

Diametro de | 22 mm 14 mm 12 mm
inhibicion

Se realiz6 un cultivo por extendido en medio so6lido Agar MRS y se perfora con
penicilindros previamente esterilizados, en las perforaciones se colocan 200 pL de

hidrogel de prueba y se lleva a incubacién durante 24 h.
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Figura 7.24. Resultados de la prueba de Halo de inhibicién.

Como se observa en la Figura 7.26 y en la tabla 7.9 la formulacién que presenta

halo de inhibicion de 12 mm, que es visiblemente mayor, correspondiente a la P4, la cual

contiene acido lactico y EDTA, ademas que su pH es mas acido en comparacion con las

formulaciones P5 y P6.

Por lo que se retomd la hipotesis que el factor determinante es el pH vy, se

realizaron mas pruebas de inhibicion ajustando a un pH mas alcalino, presentando las

caracteristicas que se describen en la tabla 7.10.

Tabla 7.10. Formulaciones de los hidrogeles de prueba para Halo de inhibicion.

Componentes P7 P8 P9 P10 P11
Carbopol 940 1% 0.75% 0.5% 0.25% 0.10%
Goma Xantana | 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%
Glicerina 10% 10% 10% 10% 10%
Nisina 0.05% 0.05% 0.05% 0.05% 0.05%
Ac. Hialurénico | 0.125% 0.125% 0.125% 0.125% 0.125%
Suspension 10% 10% 10% 10% 10%
bacteriana
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Agua c.b.p. c.b.p. c.b.p. c.b.p. c.b.p.
pH [Ajustado | 5.32 5.87 6.82 7.28 10.13
con NaOH 1 N]

Diametro de | N/A N/A N/A N/A N/A
inhibicion

En la figura 7.27 se muestra la apariencia fisica de las formulaciones posterior al
proceso de esterilizacion por autoclave, donde las formulaciones P10 y P11 mostraron
un cambio en la coloracion, dicho fendmeno ha sido relacionado con una reaccion de
hidrolisis de la goma xantana, de acuerdo con (Petitjean et al.,2020) la alteracion en el
color ocurre por efecto de una reaccion de tipo Maillard, esto es frecuente cuando los

materiales son sometidos a temperaturas elevadas, como es una esterilizacion por vapor.

il

i

Figura 7.25. Apariencia fisica de los hidrogeles formulados para prueba de Halo de inhibicion

Los resultados de las pruebas de inhibicion se muestran en la figura 7.28, en las
cuales se muestra que no existe inhibicion aparente a pesar del pH alcalino de las
formulaciones, por lo que se comprob6 que el factor determinante para inhibicién

bacteriana de la cepa en es el pH.
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Figura 7.26. Resultados de la segunda prueba de inhibicién.

7.6.6. Citocompatibilidad: método Live/Dead.
La capacidad de los hidrogeles para permitir el crecimiento de células HelLa sobre
su superficie se ha evaluado mediante tincion con el kit de citotoxicidad/viabilidad
Live/Dead y microscopia de las muestras. En la figura 7.29. se muestran las imagenes

obtenidas con contraste de fases y con fluorescencia; mediante el filtro verde se observan
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células vivas tefiidas con calceina AM y con el filtro para rojo, las células muertas tefiidas
con el homodimero-1 de etidio. Como se puede ver en las imagenes, la mayor parte de
las células siguen vivas tras las 72 horas de su sembrado, lo que demuestra la
citocompatibilidad de los hidrogeles. (Sivaram et al.,2015) mencionan que la
citocompatibilidad de nanogeles que contienen carbopol 940 en un modelo de células
HelLa evaluados mediante la misma técnica, también se mostraron resultados positivos
de citocompatibilidad. Cabe mencionar se observa mejor citocompatibilidad en los
hidrogeles F3 y F5.
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Tiempo/
Hidrogeles

24 h 48 h 72h

F1

F2

F3

F4

F5

Negativo

Figura 7.27. Evaluacion de la viabilidad celular frente a exposicion directa con los hidrogeles a 24 h, 48 hy 72 h,
imagenes de campo claro representativa de la observacion morfologica de las células HelLa. Barra de escala, 100
um. tincién viva (verde)/muerta (roja)
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7.6.7. Viabilidad celular: método MTT

La viabilidad celular de los hidrogeles se determiné mediante el porcentaje de
supervivencia celular tras la exposicion de células HelLa en una serie de cinco diluciones
(100%, 75%, 50%, 25%, 12.5%), ademas esta misma exposicion se evalué durante 24,
48 y 72 horas de exposicién, de acuerdo con la norma (ISO 10993-5).

En la figura 7.30 se muestran los resultados de viabilidad celular a las 24 horas de
exposicion. La viabilidad para las células expuestas al hidrogel F1 se muestran
relativamente menor en comparacion con el resto de los hidrogeles, mientras que la
viabilidad de F2 y F3 y F4, las cuales contienen fueron neutralizadas con: TEA, AMP,
Hidroxido de sodio, ademas contienen &cido lactico se encuentran en in intervalo entre
90 y 150%, mientras que para F5 que no contiene acido lactico. se encuentra por encima
del 100%, incluso diluida al 12.5% supera el 150% de viabilidad.

250 =
mm 100 %
200 . 75 %
mm 50 %
o
= 150
= mm 25 %
=
S
i« 100 = = 125 %
== Control
50=-
0—

F1 F2 F3 F4 F5

Figura 7.28. Resultados de viabilidad por MTT de los hidrogeles, a 5 diluciones a las 24 horas, los datos son
promedio de n = 3, + SD.

La viabilidad celular a exposicion durante 48 horas se muestra en la figura 7.31,
presento diversos cambios en comparacion con los obtenidos a 24 horas, ya que para
F1, F2 y F3 aumenté significativamente, puesto que a una dilucion de 25 y 12.5%
aumentoé en un intervalo de 150 y 200 %, mientras que F5 presenté un comportamiento

muy parecido a los resultados de exposicion a las 24 horas, al igual que F1.
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250+
== Control
200+ == 100 %
B =3 75%
2 150
% = 50 %
> 1004 Em 25%
P
= 125%
50—
0_

F1 F2 F3 F4 F5

Figura 7.29. Resultados de viabilidad celular por MTT de los hidrogeles, a 5 diluciones a las 48 horas, los datos son
promedio de n = 3, + SD.

En la figura 7.32 se muestra la viabilidad celular tras una exposicion durante 72 h, en
comparacion con los resultados a 48 h de exposicidn, se puede observar una disminucion
de la viabilidad en F3, mientras que F2 y F4 mostraron un comportamiento muy parecido,

por otro lado, F5 mostré un incremento significativo y F1 continué con el mismo
comportamiento.

250
== Control
200 == 100 %
o = 75 %
=2 150 .
% Em 50 %
S 100+ =Em 25 %
-39‘
=3 125 %
50
0_

F1 F2 F3 F4 F5

Figura 7.30.Resultados de viabilidad celular por MTT de los hidrogeles, a 5 diluciones a las 72 horas, los datos son
promedio de n = 3, + SD.
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La citocompatibilidad y la viabilidad celular son algunas de las propiedades mas
importantes de los biomateriales que tienen potencial aplicacién directa con tejidos vivos.
La prueba MTT se realiz6 para evaluar de forma indirecta la vibilidad de las células HeLa
cultivadas a exposicion de los hidrogeles, de acuerdo con los resultados obtenidos estos
hidrogeles presentan una viabilidad positiva para las células HeLa. Ademas (Mirza et
al.,2016) y (Dobaria & Mashru,

comparables, disminucién del 7% y 6%, respectivamente. Es importante mencionar que

2009) reportaron valores de viabilidad celular

la neutralizacion asociada a los cambios de pH pueda estar relacionada con la viabilidad,
aunqgue en el caso de F1, hidrogel no neutralizado el comportamiento de la viabilidad fue
muy parecido a los tres tiempos de exposicion evaluado, aunque no mostro un valor no
viable (por debajo de 80%) de todas las formulaciones se consideraria el menos
adecuado ya que es un hidrogel &cido y su comportamiento viscoelastico es muy débil

en comparaciéon con los hidrogeles F2:F5.

7.7 Resumen de Resultados obtenidos.

La caracterizacion fisicoquimica y biologica realizada en el presente proyecto de
investigacion fue extensa, en la tabla 7.11 se presenta un resumen de los resultados
respecto a las caracterizaciones y a su vez una comparativa con lo reportado en la

literatura, patentes y productos comerciales.

Tabla 7.11. Resumen de los resultados obtenidos de las caracterizaciones fisicoquimicas y biolégicas en
comparacioén con lo reportado en la literatura.

Caracteristicas Hidrogeles Otros productos Efectos

neutralizados
(F2:F5)

terapéuticos

recomendados

Fisicoquimicas

pH

Viscosidad

dindmica

Los hidrogeles
presentaron  un
valor de pH 45y
6.2

La viscosidad
dinamica del
hidrogel F5 38.00

Pa*s es

Maestria en Ciencias en Ingenieria Quimica

Estos valores de
pH son
comparables con el
gel vaginal
comercial Fillergyn
®

Los valores de
viscosidad
dindmica de F5 son

comparables con y

aliviar la
sequedad
vaginal y

lubricacion.

Replens: Alivio
de sequedad

vaginal
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Capacidad de
amortiguamiento

Interacciones

moleculares

Propiedades

reolégicas

evidentemente

mayor que F2:F4

que son de
(14.00, 18.00 vy
15.00 Pa*s)

Para romper la
capacidad

amortiguadora del
hidrogel F2 son
necesarios 0.5
Meq de NaOH 1
N, mientras que
F3:F5 se
necesitan 0.10 a
0.20

aproximadamente
Se observé una
interaccién entre
el carbopol vy la
goma xantana en
la region de 1600
cm, Y una
neutralizacién en

1550 cm?

Los hidrogeles
mostraron un
comportamiento
viscoelastico
tipico de un gel
semisdlido
(G>G")
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Replens ®, Gynofit:
mientras gue restablecimiento
(F2:F4) son del
comparables con microambiente
Gynofit vaginal.

Los valores de F2 Geliofil classic:
son comparables contrarestar

con Geliofil classic
® y F3:F5 son
comparables con

sequedad y
aliviar ardores

Velastisa Intim

Replens ®, VG: Tratamiento
Velastisa ® Intim no hormonal
VG para aliviar
sequedad.
Actualmente las interacciones

moleculares de hidrogeles a base de
goma xantana y carbopol, han sido
estudiados por separado, hasta el
al.,2011)
la interacciéon de ambos

momento (Sahoo et
reportaron
polimeros, sin embargo, el disefio del
hidrogel se destiné para liberacion de
ciprofroxacino.

El comportamiento Rephresh:
reolégico de los
F2:F5

tiene gran parecido

equilibrar el pH y
hidrogeles contrarrestar olor
gue se encuentra
con el gel asociado con la
RepHresh ®, se proliferacion de

inflere  que los microorganismos

resultados son patdgenos.
debido a que se

encuentra

formulado por

polimeros acidos.
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Biocompatibles

Cito-

compatibilidad

Viabilidad

celular

Los hidrogeles
mostraron mayor
confluencia de
células tefiidas de
color verde
(células vivas), lo
gue indica una
cito
compatibilidad
positiva

Tras el estudio de

viabilidad celular

todos los
hidrogeles
mostraron
resultados
positivos, es

decir, por encima
del 90% de

viabilidad celular
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La citocompatibilidad de los hidrogeles

es comparable con lo reportado por

(Sivaram et al., 2015). Sin embargo, se

enfocaron en formular nanogeles a

base de carbopol y otros polimeros los

cuales tienen

aplicacion

general

respecto a liberacion de farmacos.

La viabilidad celular
es comparable con
lo reportado por
(Mirza et al., 2016),
quien  reportaron
una  disminucion
del 7% de
viabilidad en un gel
cargado con
itoconzaol,
mientras que
(Dobaria & Mashru,
2009)

una viabilidad por

reportaron

encima del 100 %
para un hidrogel
cargado con

clindamicina.

Itoconazol:
tratamiento
contra hongos y
levaduras.
Clindamicina:
efecto

antibiotico.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este trabajo se mostro la formulacion de hidrogeles neutralizados con diferentes
bases (TEA, AMP y NaOH) para potencial aplicacién en la salud vaginal. Tras un andlisis
de los diferentes mecanismos de neutralizacion y una caracterizacion fisicoquimica y
bioldgica. El hidrogel F3, neutralizado con la alcanoamina Aminometil propanol (AMP)
Presenté mejores capacidades de amortiguamiento tras la dilucion con SFV y después

de su esterilizacion.

En los resultados de pH, no hubo una alteracion significativa en F3 al ser
esterilizado con vapor, y su viscosidad dindmica se ve afectada Unicamente tras ser
diluido en SFV. Por lo tanto, se puede inferir que la neutralizacion de un sistema Carbopol
— Goma Xantana con una alcanoamina primaria puede formar hidrogeles mas estables,
estructuralmente al tener dos posiciones disponibles, la sustitucion de alquilo proporciona
una mayor fuerza de base sobre las alcanoaminas terciarias como la TEA. Por otro lado,
el hidrogel F5 presentd caracteristicas comprables con F3, sin embargo, el efecto sobre
la esterilizacion con vapor provocd un cambio estructural, lo cual se consideraria una
desventaja, ademas de acuerdo con los resultados obtenidos de pH, F5 es bastante

sensible a la diluciébn en SFV.

En general, el hidrogel F3 presenta mejores caracteristicas fisicoquimicas y
biocompatibles para una potencial aplicacion en la salud vaginal, no obstante, es
recomendable continuar con estudios respecto a otras caracterizaciones fisicoquimicas;
un estudio que pueda evaluar los cambios en la osmolaridad bajo las tres condiciones
estudiadas, asimismo, verificar la presencia de sales minerales mediante un estudio XRD.
Evaluar mas detalladamente el comportamiento reolégico realizando un barrido de
viscosidad vs esfuerzo cortante y poder determinar el indice de consistencia K y el factor
n. Adicionalmente, es imprescindible explorar las caracteristicas biocompatibles
evaluando los efectos de viabilidad frente a otras lineas celulares vaginales

(Queratinocitos vaginales).
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Respecto a la viabilidad de bacterias probidticas, se recomienda una evaluacion
en un intervalo de pH ligeramente mas neutro (pH = 6) y determinar cuantitativamente su

permanencia suspendida en el hidrogel.
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