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RESUMEN

Se sintetizaron polimeros impresos molecularmente (MIP) utilizando
ciprofloxacino con tres enfoques de polimerizacion. Se probaron dos monémeros
funcionales, &cido lactico y acido metacrilico y se sintetizaron polimeros sin
plantilla (NIP). Se caracterizaron por microscopia electrénica de barrido, infrarrojo
por transformada de Fourier. La isoterma de adsorcion se determind que existe
mayor capacidad de adsorcion del MIP con acido metacrilico con el método de
coprecipitacién. Se obtuvo que los MIPs siguieron el modelo Korsmeyer-Peppas.
Los MIPs se utilizaron para determinar la concentraciéon minima inhibitoria la cual
se encontré de 0.031 a 0.016 pg L para Staphylococcus aureus y de 0.004 a
0.031 pgL? para Escherichia coli. Finalmente, se evalu6 la citotoxicidad en
fibroblastos dérmicos, presentaron viabilidades superiores al 100%.

Palabras clave: Polimeros de impresion molecular, liberaciéon de farmacos,

concentracion minima inhibitoria, citotoxicidad.

ABSTRACT
Molecularly imprinted polymers (MIPs) were synthesized using ciprofloxacin with
three polymerization approaches. Two functional monomers, lactic acid and
methacrylic acid, were tested and template-free polymers (NIP) were synthesized.
They were characterized by Fourier transform infrared scanning electron
microscopy. The adsorption isotherm was determined that there is a higher
adsorption capacity of MIP with methacrylic acid with the coprecipitation method.
It was obtained that the MIPs followed the model of Korsmeyer-Peppas. The MIPs
were used to determine the minimum inhibitory concentration which was found to
be from 0.031 to 0.016 pg L for Staphylococcus aureus and from 0.004 to 0.031
pngL-1 for Escherichia coli. Finally, the cytotoxicity in dermal fibroblasts was

evaluated, they presented viabilities greater than 100%.

Keywords: Imprinted polymers, drug release, minimum inhibitory concentration,

cytotoxicity.
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1. INTRODUCCION

El pie diabético (PD) es definido por la Organizaciéon Mundial de la Salud como la
infeccidn, ulceracion y destruccion de tejidos profundos de la extremidad inferior,
asociada con alteraciones neuroldgicas y diversos grados de enfermedad vascular
periférica (Bulton et al., 2020; Pavon Nufiez et al., 2016). Este padecimiento es una
complicacion importante de la diabetes mellitus, el cual afecta a mas del 25% de
las personas que viven con diabetes (Alavi et al., 2014), puede causar infecciones
de tejidos blandos y huesos, generalmente debido al sitio de herida expuesta y

asociada a inmunosupresiéon (Rogers et al., 2011).

Dentro de los factores de riesgo para el desarrollo de PD se encuentra el dafio
inmunoldgico asociado a la diabetes mellitus, la disfuncion de los nervios periféricos
como la neuropatia diabética y complicaciones vasculares (Pavon Nufez et al.,
2016). Aunado a esto, la infeccion bacteriana se presenta como un factor agravante
del PD ya que retrasa la cicatrizacion y favorece las complicaciones. Estas
infecciones suelen ser causadas causadas por cocos aerdbicos Gram positivos,
donde predomina Staphylococcus aureus (Boulton & Rayman, 2020) y bacterias cocos
Gram positivas mixtas, enterobacterias, bacilos Gram negativos mixtos, como
Pseudomonas, y anaerobios obligados (Hernandez et al., 2011). En un estudio
realizado a 100 pacientes en un hospital de tercer nivel en México, se encontré en
los resultados de los cultivos de las infecciones en el 42% de las muestras fue
ocasionado por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), el 36%
fueron por Escherichia coli y el resto por otras bacterias (Cervantes-Garcia & Salazar-

Schettino, 2017).

El protocolo de tratamiento actual para el PD incluye antibiéticos sistémicos,
antisépticos, desbridamiento y vendaje para heridas, todos cruciales para su
cuidado y cicatrizacion (CENETEC, 2020). El resultado de la terapia con
antibiéticos sistémicos depende de su concentracion en el sitio local, pero su
eficacia se puede ver afectada por las caracteristicas fisiopatoldgicas del paciente
como, la disminucion de la perfusion, la pérdida del reflejo defensivo del dolor y el
desarrollo de resistencia antimicrobiana y/o biopeliculas. Se ha reportado que
resolucién de la infeccién después de la infecciébn del PD con medicamentos
sistémicos varia ampliamente, con valores entre 5.6 y el 77.8% (Markakis et al.,

2018; Price et al., 2020). La absorcion sistémica limitada de antibiotico local reduce
1



el riesgo de toxicidad, evita reacciones adversas de los medicamentos comparado
en los antibiéticos sistémicos y no estan sujetos a un metabolismo de primer paso.
Ademaés, disminuye el riesgo de generar resistencia bacteriana. Para combatir esta
problematica, el uso de dispositivos de administracion local de farmacos se ha
convertido en una atractiva forma de tratamiento debido a su capacidad para
ejercer un control espacio-temporal sobre la disponibilidad de farmacos a nivel local
en el sitio (Brudno & Mooney, 2015). Ya que, para curar las infecciones en heridas de
PD se requiere alcanzar la concentracion necesaria en el area afectada,

convirtiendo a la aplicacion local en una alternativa con multiples ventajas.

Una propuesta actual sobre dispositivos de liberacién de farmacos son los
polimeros de impresion molecular (MIPs), materiales sintéticos similares a
receptores con sitios de reconocimiento especificos para moléculas molde, que
pueden ser empleados para la liberacion de farmacos en heridas debido a su
resistencia mecéanica y biocompatibilidad (Belbruno, 2019; Lusina & Cegtowski, 2022). El
reconocimiento selectivo de los MIPs se determina durante la preparacion del
polimero utilizando los monémeros apropiados para la molécula molde o plantilla,
en un solvente (Lusina & Ceglowski, 2022). Los MIPs ofrecen ventajas como,
biocompatibilidad, baja toxicidad y biodegradabilidad. Ademés, su bajo costo,
facilidad de preparacion y mdultiples vias de administracion lo convierten en

dispositivo adecuado (He et al., 2021).

Por lo anterior, surge la necesidad de desarrollar alternativas para el tratamiento
de las infecciones de pie diabético que permitan combatir a los agentes causales
asegurando la cantidad necesaria de farmaco en el sitio de la lesidén y, ademas,
evitar la formacion de resistencia bacteriana al mantener la concentracion minima
inhibitoria y asi facilitar la cicatrizacion de la herida. Por lo que, en este estudio se
tiene como objeto sintetizar, caracterizar y evaluar polimeros de impresion
molecular como dispositivos de administracion de farmacos que permitan la
liberacion localizada de antibidticos. Para este propésito fue seleccionado el
ciprofloxacino como antibiético debido a su amplio uso en infecciones de heridas y
su amplio espectro de actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas.
Ademas, mondmeros como acido lactico y acido metacrilico, que han demostrado

ser biocompatibles en aplicaciones biomédicas.



2. ANTECEDENTES
2.1. ENFERMEDADES CRONICAS

Las enfermedades cronicas (EC) o no transmisibles son afecciones de larga
duracibn con wuna progresion generalmente lenta, dan como resultado
consecuencias para la salud a largo plazo, creando una necesidad de tratamiento
y cuidado. Las EC son las principales causas de mortalidad en el mundo
produciendo el 71% de muertes, dentro de las cuales, se ha reportado que cada
afio mueren en todo el mundo 15 millones de personas de entre 30 y 69 afios; mas
del 85% de estas muertes ocurren en paises de ingresos bajos y medianos. Entre
ellas destacan: las enfermedades cardiovasculares (por ejemplo, los infartos de
miocardio o accidentes cerebrovasculares); el cancer; las enfermedades
respiratorias cronicas (por ejemplo, la neumopatia obstructiva crénica o el asma);
y la diabetes mellitus. Las enfermedades cardiovasculares constituyen la mayoria
de las muertes por EC (17,9 millones cada afo), seguidas del cancer (9,0 millones),
las enfermedades respiratorias (3,9 millones) y la Diabetes Mellitus (1,6 millones)
a nivel mundial (OPS/OMS, 2018). En el 2020, el 14 % del total de las defunciones
ocurridas en México correspondieron a defunciones por diabetes mellitus (INEGI,
2021).

2.1.1. DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus (DM) es una EC generada cuando el pancreas no produce
suficiente insulina o cuando el cuerpo no la puede utilizar eficazmente, al no ser
controlada correctamente se produce hiperglucemia que, con el tiempo, conduce a
dafos graves en los nervios y vasos sanguineos. En esta enfermedad se distinguen
tres manifestaciones principales: la diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2

y diabetes gestacional. (Organizacion Mundial de la Salud, 2021).
2.1.2. DIABETES MELLITUS TIPO 2

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), es producida por el uso ineficaz de la insulina
por parte de las células del cuerpo, denominado efecto de “resistencia a la insulina”.
Donde, la hormona no es eficaz, generando un aumento en su produccion,
ocasionando que con el tiempo las células beta del pancreas la produzcan
inadecuadamente. Aun no se han dilucidado totalmente las causas de la DM2, pero
existe relacion con el sobrepeso, obesidad, edad madura, origen étnico y
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antecedentes familiares originandose a partir de predisposicion genética y

desencadenantes ambientales.

En los ultimos afios la diabetes se ha convertido en uno de los principales
problemas de salud en México, con el segundo lugar de mortalidad, con un 15.4%
(INEGI, 2016). En el 2018, ENSANUT reporto que la prevalencia de diabetes con
diagndstico previo fue de 10.3%, siendo mayor a la reportada en el 2012 (9.2%)
(ENSANUT, 2020). La Federacion Internacional de Diabetes estima que habra 9

millones de personas con diabetes para el 2025.

2.1.2.1. FISIOPATOLOGIA DE DM2

La progresion patoldgica de la DM2 se desarrolla a partir de tres defectos
metabolicos: la resistencia periférica a la insulina, la alteracion en la funcion de las
células B y la hiperglicemia. En primer lugar, la resistencia periférica a la insulina
se caracteriza por una disminucién en la sensibilidad celular a esta hormonay a la
necesidad creciente de cantidades de insulina para mediar la captacion de glucosa,
es decir, el aumento de la glucosa en sangre disminuye el nUmero de receptores
de insulina. La respuesta inicial de la resistencia a la insulina es un incremento de
la produccién de esta hormona por parte de las células B del pancreas, al persistir
la hiperglicemia se seguira estimulando de forma persistente al pancreas para que
sostenga la secrecion de insulina, provocando hiperinsulinemia crénica,
consecuencia de la alteracion de la funcion de las células B. A su vez, la resistencia
a la insulina suprime el control de retroalimentacion del glucagon, que es mediado
por la glucosa, ocasionando la estimulacién de glucogendlisis hepatica y la

gluconeogénesis, perpetuando asi la hiperglicemia.

Asi mismo, al ser una enfermedad de progresion lenta con dificultad del diagndstico
desde sus inicios, es probable presentar complicaciones como, nefropatia diabética
20-30%, retinopatia o pie diabético (International Diabetes Federation, 2019).

2.1.2.2. PIE DIABETICO

El pie diabético (PD) es definido por la Organizacion Mundial de la Salud como la
infeccion, ulceracién y destruccion de tejidos profundos de la extremidad inferior,
asociada con alteraciones neuroldgicas y diversos grados de enfermedad vascular

periférica (Pavon Nufez et al., 2016). EI PD es una de las complicaciones mas
4



importantes de la diabetes, al tener como consecuencia la amputacién de la
extremidad inferior o parte de ella. A pesar de los métodos de prevencion
existentes la tasa actual de amputaciones relacionadas con la DM sigue siendo
significativa (Wendling & Beadle, 2015), hasta el 25% de los pacientes con DM

desarrollaran ulceras de PD (Alavi et al., 2014).

Segun la Federacion Internacional de Diabetes, México junto con Estados Unidos,
Canada y 21 paises, y territorios del Caribe se estima que 357.1 millones de
adultos, de entre 20 y 79 afios, tienen diabetes, con una prevalencia regional de
13.3%. A nivel mundial, América del Norte tiene la mayor carga econémica y
sanitaria debido a los problemas del pie diabético. A pesar de ésto, en México no
hay datos disponibles de prevalencia o incidencia a nivel nacional sobre el PD
(Zubair et al., 2021). Por otro lado, un estudio realizado a 205 pacientes en Tijuana,
México, mostré que el 44% de los sujetos en estudio tenian un alto riesgo de

desarrollar pie diabético (Marquez-Godinez et al., 2014).

2.1.2.3. FISIOPATOLOGIA

Con respecto a los factores de riesgo para desarrollar PD podemos mencionar: los
factores predisponentes, que sitian el riesgo de presentar una lesion; los factores
desencadenantes o precipitantes, que inician la lesion y; los factores agravantes,

gue retrasan la cicatrizacion y facilitan las complicaciones.

Dentro de los factores predisponentes, se encuentra la neuropatia diabética (NP)
es considerada factor principal en casi el 90% de las Ulceras de PD (Tesfaye et al.,
2010). Un 50% de los casos puede ser asintomatica, ocasionando que los
pacientes no sean conscientes de la aparicion de las ulceras (Kasznicki, 2014). La
NP se trata de una disfuncion en el sistema nervioso periférico que guarda relacién
directa con la hiperglucemia y su duracion. A nivel sensitivo se producen sintomas
como parestesias, entumecimiento y/o dolor, encargados de contribuir en la
deteccion de la neuropatia. Los sintomas como hipoalgesia, hipoestesia y
anestesia ocasionan la pérdida del reflejo defensivo del dolor necesario para evitar
lesiones; a nivel motor se produce atrofia de los masculos pequefios y la ausencia
del reflejo del tobillo, generando deformidades ortopédicas, lo que favorece la

aparicion de zonas susceptibles de lesiones por roce y exceso de presion durante
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el apoyo (Bokan, 2010). Finalmente, a nivel autbnomo hay una alteracion del flujo
sanguineo en los vasos arteriovenosos cutaneos, lo cual disminuye la perfusion.
También hay una pérdida de glandulas sudoriparas y sebaceas, produciendo
anhidrosis favoreciendo la sequedad de la piel y, por ende, la aparicion de fisuras
(Low et al., 2004). De manera que, estas tres manifestaciones pueden contribuir a
un aumento de la actividad osteoclastica y a un proceso inflamatorio provocando la
aparicién de osteoartropatia neuropatica de Charcot, la cual afecta a los huesos,
articulaciones y tejidos blandos del pie, lo que da lugar a destruccion Osea y
deformidades, éstas Ultimas son propensas a la aparicion de Ulceras (Rogers et al.,
2011). Otro factor predisponente, es la alteracion en el sistema inmune, con
especial atencion en las células que modulan la inmunidad innata. Esta respuesta
consta de citocinas vasoactivas y proinflamatorias locales, el sistema del
complemento, células polimorfonucleares y monocitos; estos dos ultimos, en
personas con diabetes, tienen deficiencias en la quimiotaxis, la adherencia,

fagocitosis y la destruccion celular (Perner et al., 2003).

Con el riesgo desarrollado por los factores predisponentes, actian los de tipo
desencadenantes para iniciar una lesion, el mas frecuente de ellos es el
traumatismo mecénico, que se encuentra presente de forma mantenida,
provocando la rotura de la piel y la Ulcera, este trauma se produce a causa del uso

de calzado mal ajustado.

En adicion a los factores antes mencionados, se encuentra los factores agravantes,
gue determinan el desarrollo de la Ulcera de PD y juegan un papel relevante en su
mantenimiento. Uno de ellos es la infeccidn de PD, la cual se define clinicamente
cuando afecta a tejido o hueso situado por debajo de los maléolos (Lipsky et al.,
2012). Al asociarse a la isquemia, la infeccion establecera el prondstico evolutivo
de la lesion. Las alteraciones metabdlicas, incluida la hiperglucemia, en el sistema
inmunoldgico junto con la perdida de la barrera cutdnea en la propia Ulcera
favoreceran la infeccion del pie, la cual puede extenderse y llegar a tejidos
subyacentes, incluyendo al hueso, especialmente si algunos grados de

enfermedad arterial periférica esta presente.

La etiologia del PD en infecciones leves suele ser causadas por cocos aerobicos
Gram positivos, donde predomina Staphylococcus aureus y, en menor grado,



estreptococos B-hemoliticos. Los estafilococos coagulasa negativos, con mayor
frecuencia, se encuentran como colonizadores o contaminantes, pero pueden ser
patégenos, especialmente cuando se encuentran en tejido o hueso. Las infecciones
graves con heridas profundas suelen ser polimicrobianas con cocos Gram positivos
mixtos, enterobacterias, bacilos gran negativos mixtos, como Pseudomonas y
anaerobios obligados (Hernandez et al., 2011). En un estudio realizado a 100
pacientes en un hospital de tercer nivel en México, se encontré en los resultados
de los cultivos de las infecciones en el 42% de las muestras fue ocasionado por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), el 36% fueron por

Escherichia coli y el resto por otras bacterias (Cervantes-Garcia & Salazar-Schettino, 2017).

2.1.2.4. MANEJO DE LA HERIDA DE PIE DIABETICO

En cuanto a las medidas generales aplicadas en la herida del PD, la actualizacion
de guia de préctica clinica del Centro Nacional de Excelencia Tecnolégica en Salud
2020 (CENETEC), establece que el abordaje integral para el manejo de heridas en
PD incluye el diagnéstico etiolégico de la lesidbn con exploracién neurolégica,
vascular y biomecanica, para definir la causa de la lesion y proporcionar atencién
desde la prevencion de los factores de riesgo, con un plan de cuidado integral para
pacientes y cuidadores. La presencia de neuropatia periférica, isquemia de las
extremidades y/o las alteraciones inmunolégicas pueden reducir la evidencia
clinica de la inflamacion, por lo que se ha sugerido que la presencia de secrecion
purulenta o no purulenta, el olor fétido, necrosis, debilitamiento de los bordes de la
herida y falta de cicatrizacion, pueden apoyar al diagnoéstico de la infeccion.

En el caso del plan de tratamiento local, se incluye la correccion de las causas de
la lesion y el abordaje local de la herida, tomando en cuenta las caracteristicas de
la lesion (tamafio, profundidad, tejidos afectados, bordes, lecho, tipo y cantidad del
exudado, inflamacion, infeccibn o signos de biopeliculas) para asi conocer el
alcance del dafio tisular. Por otro lado, la limpieza de la herida incluye la piel
perilesional, tratada con solucion fisiologica, agua destilada o potable a 37°C
ejerciendo presion de lavado para el arrastre de detritus, bacterias y material de
curacion sin lesionar el tejido sano. En adicién, pueden ser utilizados antisépticos
en caso de datos clinicos o microbiolégicos de colonizacion critica, infeccion o

desbridamiento cortante parcial o total. En caso de que se sospeche que esta
7



ocurriendo una infeccién o cuando la cicatrizacion se haya interrumpido, se debera
considerar el uso de terapia antimicrobiana. El estancamiento de la evolucion de la
herida puede deberse a la presencia de biopeliculas, para evitar su formacion se
requiere estrategias encaminadas al control de la carga bacteriana (CENETEC,
2020).

Para establecer el diagnostico de infeccion se debe realizar un examen clinico y
pruebas microbiolégicas. Tras la evidencia de infeccion, se puede emplear apdsitos
antimicrobianos, si la herida no mejora, incluso empeora, se debe reevaluar y
considerar deterioro por isquemia o un estado de inmunodeficiencia. Ademas, de
elegirse otros antimicrobianos o antibiéticos en funcion de los resultados de cultivo
y de sensibilidad, en el caso de que la infeccién se agrave poniendo en riesgo la
extremidad, se requiere la intervencion quirdrgica. Por el contrario, si la herida
mejora y la infeccibn es erradicada, se debe suspender el tratamiento

antimicrobiano y promover la cicatrizacion de la herida. (CENETEC, 2020).
2.1.2.5. TRATAMIENTO

En un inicio se realiza control del estado metabdlico, lograr equilibrio
hidroelectrolitico, control de hiperglucemia, hiperosmolaridad, acidosis y azoemia;
ademas de las comorbilidades (Secretaria de Salud (SS)., 2013). Ademas, en el
tratamiento inicial de la infeccion del PD se utiliza una terapia empirica, previo a su
eleccion se debe confirmar la presencia de una infeccion, es necesario considerar
varios puntos basicos antes de la prescripcion de antibiéticos. Inicialmente, la
infeccion del pie debe clasificarse clinicamente. Aquellos con infeccion severa,
requieren antibioticoterapia parenteral de amplio espectro, hasta que los informes
de cultivo sean disponibles. La terapia con antibiéticos siempre debe cubrir
aerobicos cocos Gram positivos, especialmente Staphylococcus aureus, que es el
patdbgeno mas comun y virulento en PD vy, las enterobacterias son las cepas Gram
negativas mas comunes (Zubair et al., 2021). Las infecciones leves y sin
tratamiento previo con antibidticos se debe utilizar un antibiético con moderado
espectro en contra de cocos aerobios grampositivos, como cefalexina, ceftriaxona,
ampicilina-sulbactam, entre otros. Para infecciones moderadas en pacientes
clinicamente estables que tienen gran riesgo para la extremidad e infecciones
polimicrobianas: ceftriaxona, levofloxacino, amoxicilina- acido Clavulanico, entre
otros. En las infecciones agudas en un estado toxico sistémico o inestabilidad
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metabolica: ciprofloxacino, piperacilina-tazobactam, vancomicina con ceftazidima,
entre otros (Secretaria de Salud (SS)., 2013).

Uno de los agentes antimicrobianos mas utilizados debido a su actividad
antibacteriana de amplio espectro es el ciprofloxacino. Ademas de su amplio uso
en aplicaciones de cicatrizacion de heridas muestra una alta actividad

antimicrobiana tépica (Suhaeri et al., 2018).

2.2.CIPROFLOXACINO

El ciprofloxacino (CPX) pertenece al grupo de las fluoroquinolonas, los cuales se
dirigen hacia la girasa de DNA y la topoisomerasa IV bacterianas. Para muchas
bacterias gran positivas (como S. aureus), la topoisomerasa IV es la actividad
primaria inhibida por las quinolonas. En cambio, para muchas bacterias
gramnegativas (como E. coli) la girasa de DNA es el blanco primario de la
guinolona. El espectro antibacteriano del CPX es muy amplio, se caracteriza por
ser un potente bactericida contra E. coli y diversas especies de Salmonella,
Shigella, Enterobacter, Campilobacter y Neisseria, asi como también tienen buena
actividad contra estafilococos y estreptococos. La resistencia bacteriana contra el
CPX puede surgir durante el tratamiento por medio de mutaciones de los genes
cromosomicos bacterianos que codifican girasa de DNA o topoisomerasa IV, o por
transporte activo del farmaco hacia afuera de la bacteria (Brunton et al., 2007;
Suhaeri et al., 2018). Esto ultimo ha puesto en discusion al uso de antibiéticos
sistémicos en procesos patoldgicos que envuelven a enfermedades como lo es el
PD, ya que el resultado de la terapia con antibioticos depende de su concentracion
en el sitio local, pero su eficacia se puede ver afectada por la disminucion de la
perfusién que puede impedir la llegada del tratamiento de forma adecuada al sitio
de accion provocando la aparicion de cepas resistentes y el desarrollo de
biopeliculas convirtiendo la administracion del farmaco en un desafio. En los
ultimos afos se ha reportado que la resolucion de la infeccion después de la
infeccién del PD con medicamentos sistémicos varia ampliamente, con valores
entre 5.6 y el 77.8% (Markakis et al., 2018; Price et al., 2020).

Por tal motivo, lograr la concentracion adecuada de medicamento en el area

afectada convierte a la aplicacidon local en una alternativa con multiples ventajas.
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Tal caso es el lograr una alta concentracion de antibidtico en el area afectada, y
una absorcién sistémica limitada del antibiético, ya que reduce el riesgo de
toxicidad, evita reacciones adversas de los medicamentos comparado con los
antibioticos sistémicos y evita la formacion de resistencia antibacteriana
(Venkatesan et al., 2015). Llegados a este punto, una forma de resolver este
problema es el desarrollo de administracion de farmacos a través de dispositivos.
Estos dispositivos de administracion de farmacos estan ganando atencion debido
a su capacidad para ejercer un control espacio-temporal sobre la disponibilidad de
farmacos a nivel local en el sitio de la enfermedad (Brudno & Mooney, 2015) al
cumplir con las ventajas de la administracion local, ademas de que la duracién

prolongada de la accién en la CMI (Venkatesan et al., 2015).

2.3.DISPOSITIVOS DE ADMINISTRACION DE FARMACOS

Los dispositivos de administracion de farmacos (DAF) actiian como un depdsito de
farmaco localizado en el sitio de tratamiento suelen adoptar la forma de un polimero
o dispositivo implantado en un lugar de necesidad y liberan farmacos localmente
(Brudno & Mooney, 2015). Actualmente, la mayoria de los medicamentos se
administran por via oral o parenteral, las principales desventajas de estos tipos de
administracion son: las tasas de absorcion variables, el metabolismo inicial con la
administracion oral, la biodisponibilidad y con ello la actividad metabdlica (Suede,
2013). En cambio, los DAF administran un agente bioactivo en el sitio de
tratamiento deseado, por medio de un material portador cuyas propiedades fisicas
y quimicas controlan la presentacién del agente, lo que puede aumentar la eficacia
del farmaco, reduce los efectos secundarios y confiere proteccion a los farmacos
labiles (Brudno & Mooney, 2015; Kearney & Mooney, 2013). Otras ventajas que se
presentan en el uso de DAF es un control mas preciso sobre la concentracion del
farmaco en los sitios especificos, disminucién de efectos secundarios por la forma
de administracion local, liberacion controlada y prolongada, lo que ofrece la
diminucion de una administracion repetida al paciente, optimizando el tratamiento
(Brudno & Mooney, 2015).

Los DAF suelen adoptar la forma de un polimero o dispositivo implantado en un
lugar de necesidad y liberan farmacos localmente (Kearney & Mooney, 2013). Un
ejemplo de polimeros como dispositivos de liberacion de farmacos son los
polimeros de impresion molecular, materiales sintéticos similares a receptores con
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sitios de reconocimiento especificos para moléculas molde que permiten la

liberacién del farmaco en respuesta al medio (Lusina & Cegtowski, 2022).

2.4.POLIMEROS DE IMPRESION MOLECULAR

Los MIPs son materiales sintéticos que presentan la propiedad de unir de manera
altamente selectiva a un compuesto quimico determinado. Estos polimeros imitan
los sitios de unién de entidades biolégicas como anticuerpos y enzimas, las cuales
actian formando un complejo de “llave-cerradura” (donde la molécula sustrato se
une al centro activo de una enzima del mismo modo que lo haria una llave al encajar
en una cerradura (Gallego, 2008). El reconocimiento selectivo de los MIPs se
determina durante la preparacion del polimero utlizando los monomeros
apropiados para la molécula molde o plantilla, en un solvente adecuado. Posterior
a la sintesis, las moléculas molde pueden eliminarse, dejando sitios creados a
medida de la plantilla utillizada y adquieren la propiedad de reconocer
selectivamente el tamafo, la forma y los grupos funcionales de la plantilla (Lusina
& Cegtowski, 2022). Debido a esto, los MIP, pueden utilizarse como portadores de
medicamentos con capacidad para controlar la liberacion del agente terapéutico
utilizado como molde durante la polimerizacion proceso. Esta capacidad permite
superar los inconvenientes asociados a un indice terapéutico estrecho. reduciendo

los efectos secundarios y mejorando el cumplimiento del paciente.

Es importante resaltar que, los MIPs tienes algunas ventajas como
biocompatibilidad, baja toxicidad y biodegradabilidad. Ademas, su bajo costo,
facilidad de preparaciéon y su capacidad de uso en multiples vias de administracion
lo convierten en un transportista alternativo. Por lo tanto, los MIP se desarrollan
como un buen portador en la administracion de farmacos para el tratamiento de
diversas enfermedades como el cancer, arritmias, avitaminosis, enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares, inflamacion, enfermedad adictiva. se
pueden administrar por diferentes vias, como por via oral, intravenosa, etc. (He et
al., 2021).

2.4.1. COMPONENTES DE LOS MIPS
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Generalmente, los MIP son sintetizados utilizando una molécula molde o plantilla,
un monomero funcional, un entrecruzante, un solvente apropiado y un iniciador. En
resumen, la sintesis se lleva a cabo mezclando los componentes vy, finalmente, la
mezcla es irradiada por luz ultravioleta o es sometida a calor para iniciar la reaccion
(Lusina & Cegtowski, 2022).

2.4.1.1. MOLECULA MOLDE, PLANTILLA O ANALITO DE INTERES

Es importante destacar los requisitos que hacen que la plantilla sea candidata para
su uso debe mostrar estabilidad quimica durante la reaccidn de polimerizacion, que
su estructura molecular no impida la polimerizacion, debe tener grupos que puedan
formar complejos con mondémeros funcionales y el tamafio debe ser considerado,
ya que a medida que aumenta el tamafio de la molécula, menor es la probabilidad
de formar una cavidad definida y selectiva para esa molécula (Lusina & Cegtowski,
2022; Meléndez et al., 2020). Los compuestos que pueden ser utilizados como
plantillas pueden ser: farmacos, aminoacidos, carbohidratos, proteinas, hormonas,

entre otros (Meléndez et al., 2020)

2.4.1.2. MONOMERO FUNCIONAL

La seleccion del mondmero funcional depende de los grupos funcionales de la
plantilla seleccionada, debe ser adecuado para que reaccione selectivamente con
la plantilla y junto con ésta, formen un complejo de pre-polimerizacién estable (De
et al., 2009). Para la reaccidon no covalente, el nUmero de moles del monémero
debe ser en exceso (Lusina & Cegtowski, 2022) La cantidad de mondmeros para
la impresion molecular es limitada, algunos de ellos son: acido acrilico, acido
metacrilico y &cido lactico, éste ultimo ha sido ampliamente utilizado para la
formacién de diferentes aplicaciones biomédicas, como hilos de sustura
quirargicos, reconstruccion de tejidos y medicamentos de liberacion controlada
(Kearney & Mooney, 2013; Lusina & Cegtowski, 2022; Suede, 2013).

2.4.1.3. ENTRECRUZANTE
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La cantidad de entrecruzante para la sintesis también juega un papel importante
en las propiedades de estos polimeros. La funcion principal del entrecruzante es la
formacion de la red polimérica, la cual influye en la morfologia del polimero,
estabilizar el sitio de unidon impreso y dar estabilidad mecanica a la matriz
polimérica. Los agentes entrecruzantes mas utilizados en los MIPs son
Dimetacrilato de etilenglicol (EDGMA) y el Trimetacrilato de trimetilolpropano, 4-
Divinilbenceno (Lusina & Cegtowski, 2022; Suede, 2013).

2.4.1.4. POROGENO O SOLVENTE

Por ultimo, el porégeno juega un papel importante como medio de dispersion y
agente formador de poros, a mayor tamafio de poro la difusion del analito a través
de las cavidades del polimero sera mas sencilla. Los disolventes comunmente
utilizados incluyen 2-metoxietanol, metanol, tetrahidrofurano, acetonitrilo,
diclorometano, cloroformo, N,N-dimetilformamida y tolueno. El solvente debe
poseer baja polaridad para evitar las interferencias durante la formacion de
complejos entre las moléculas y el monémero, lo cual es importante para poseer el
MIP de alta selectividad (Lusina & Cegtowski, 2022; Turiel & Esteban, 2020).

2.4.1.5. INICIADOR

Para iniciar la reaccion de los MIPs es necesario el uso de un iniciador, las
reacciones mas Utiles para MIPs son la polimerizacion por radicales libres, la
fotopolimerizacion y la electropolimerizacién (Lusina & Cegtowski, 2022). Para
elegir el iniciador adecuado es importante conocer si la molécula plantilla es
fotosensible o termosensible, en esos casos, lo ideal es utilizar un iniciador que se
activa térmicamente o que se active por radiacién ultravioleta, respectivamente
(Ndunda, 2020).

Uno de los compuestos mas utilizados son los de tipo azoico, en especial el 2,2-
azobisisobutironitrilo (AIBN), el cual se fragmenta por radiacion ultravioleta y por

temperatura mayor a 60° C (Cheong et al., 2013).

2.5.METODOS DE IMPRESION MOLECULAR
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Entre los métodos de impresién molecular se encuentran los que se basan en las
interacciones covalentes, basado en enlaces covalentes reversibles y no
covalentes, que se basa en interacciones no covalentes entre la molécula molde y

el mondémero (Lusina & Cegtowski, 2022).

En el método de impresiéon covalente, se crea un complejo entre la plantilla y el
mondmero funcional, los cuales son unidos por enlaces covalentes (Lusina &
Cegtowski, 2022). La sintesis se realiza en condiciones estequimétricas, lo que
promueve la disminucion de interacciones inespecificas (Mayes & Whitcombe,
2005).Las ventajas de este método son que pueden emplearse en una variedad de
condiciones experimentales como temperatura alta, pH béasico o &cido, y
disolventes altamente polares. Y la principal desventaja de este método es la
dificultad de la remocion o liberacion de la plantilla del polimero, debido a los

escasos enlaces covalentes reversibles formados.(Lusina & Cegtowski, 2022).

El método no covalente, las interacciones formadas entre plantilla y monémero,
como enlaces de hidréogeno, interacciones de tipo 11-17, fuerzas de Van der Waals,
etc. De la misma manera, el disolvente modifica la fuerza de las interacciones no
covalentes; por ejemplo, los disolventes con una constante dieléctrica baja, como
el tolueno y diclorometano, incrementan la fuerza de estas interacciones (Pérez-
Moral & Mayes, 2004). Adicionalmente, el disolvente dirige el tamafio de poro y
area superficial en el polimero, esto es de vital importancia, ya que a mayor tamafo
de poro es mas sencilla la difusion de las moléculas dentro de las cavidades del
polimero donde se lleva a cabo el reconocimiento molecular (De et al., 2009). La
principal ventaja que ofrece este tipo de polimerizacién es la facilidad para remover
la molécula plantilla o molde del polimero y como desventaja es la formacion de
sitios no especificos, al agregar un exceso de mondmero se disminuira la

selectividad del polimero (Lusina & Cegtowski, 2022).

Existen diversos métodos de sintesis para la obtencién de polimeros no covalentes,
los cuales resultan en polimeros con diferentes caracteristicas morfolégicas. Los

gue destacan son, emulsién, en masa y coprecipitacion.

3. JUSTIFICACION
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Debido a que la curacion del pie diabético es un tratamiento largo que se ve
comprometido por la contaminacion de microorganismos, a que la mayoria de los
tratamientos son transportados a nivel sistémico y a las caracteristicas
fisiopatologicas de la Ulcera, la llegada de los antibidticos al sitio de accion se ve
limitada y su eficacia se puede ver afectada por la baja penetracion tisular
favoreciendo la generacion de biopeliculas, de resistencia a los antibioticos e
impidiendo la recuperacion de la herida. La terapia local es una alternativa que
permite la llegada del tratamiento directamente en el sitio de accion. En este
contexto, resalta la necesidad de desarrollar materiales que permitan la liberacion
local y prolongada de farmacos. Por lo que se propone a los Polimeros de
Impresion Molecular, materiales utilizados para aplicacion local, biocompatibles
con las células humanas, poseen gran estabilidad, capacidad para mantener la
liberacién del agente terapéutico en respuesta del medio y con resistencia a una
amplia gama de condiciones (pH, disolventes organicos, temperatura y presion).

4. HIPOTESIS

Los polimeros de impresion molecular permiten la liberacién antibiéticos de manera
local y controlada en sistemas artificiales; en estudios in vitro son capaces de liberar
la concentracion minima inhibitoria de antibidtico frente a diferentes

microorganismos y no presentan toxicidad.

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

e Sintetizar y caracterizar polimeros de impresibn molecular para la
liberacion local de Ciprofloxacino en condiciones controladas y, evaluar
su efectividad y seguridad frente a bacterias (S. aureus y E. coli) y

fibroblastos dérmicos, respectivamente.

5.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Disefiar y sintetizar MIPs y NIPs de ciprofloxacino por métodos no

covalentes (emulsion, en masa y coprecipitacion).
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e Caracterizar la morfologia de los MIPs y NIPs mediante microscopia
electrénica de barrido.

e Caracterizar la interaccion monoémero-plantilla mediante analisis por
infrarrojo (ATR-FTIR).

e Obtener la cinética de liberacion del ciprofloxacino con el método de
difusién de celdas de Franz.

e Caracterizar funcionalmente los MIPs mediante isotermas de adsorcion
(Langmuir, Freunlich y SIPS).

e Evaluar la actividad antimicrobiana de los MIPs mediante la técnica de
microdilucién.

e Evaluar la citotoxicidad de los componentes de la sintesis mediante el

método de Resarzurina/Resorufina.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. REACTIVOS

Para la sintesis de los MIPs y NIPs se utilizaron los reactivos acido lactico (AL),
acido metacrilico (AM), dimetacrilato de etilenglicol (EDGMA), azobisisobutironitrilo
(AIBN), polivinil alcohol (PVA), lauril sulfato (SDS) y ciprofloxacino (CPX), todos
fueron aquiridos de Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania). Los solventes organicos
utilizados fueron metanol y acetonitrilo de la empresa Tedia Company Inc. (Fairfield
Ohio, EE. UU). El acido clorhidrico (HCI) y acido orto fosforico fue suministrado por
Merck (Edo. De México).

6.2. SINTESIS DE LOS POLIMEROS DE IMPRESION MOLECULAR

La sintesis de los MIPs y NIPs se realiz6 con ligeras modificaciones de lo reportado
por estudios previos de nuestro grupo de trabajo (de Ledn-Martinez et al., 2018) se

realizaron mediante tres métodos de polimerizacion de tipo no covalente:

Para el método de emulsion se disolvieron el PVA (1.55g) y SDS (0.10799g) en agua
caliente (75 mL) en un matraz de 100 mL y con agitacion mediante una barra
magnética a 200 rpm en atmaosfera de nitrdgeno con sello hermético. En otro matraz
de reaccion, se preparé una mezcla de polimerizacion, en el que se disolvio la
molécula plantilla (CPX), el mondmero funcional (AL y AM) en HCL 0.1 M, en

proporcion de plantilla mondmero 1:4, se utiliz6 metanol como porégeno, EDGMA
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como entrecruzante y AIBN como iniciador. Posteriormente, la mezcla de
polimerizacion se afiadi6é por goteo a través de la septa por medio de una jeringa a
la soluciéon con PVA 'y SDS, la mezcla final se mantuvo a temperatura constante de
70°C en un bafio de glicerina con agitacion constante mediante una barra
magnética a 100 rpm durante 24 h. Finalmente, los polimeros se lavaron con agua
caliente para eliminar los residuos de PVA y SDS. Después, para el método de en
masa primero, se utilizaron los mismos componentes de la mezcla de
polimerizacion para el método de emulsion. En este caso, la reaccion se llevé a
cabo en atmosfera de nitrégeno sin agitacion, en bafo de glicerina a 70°C durante
24 h. Por ultimo, para el método de coprecipitacion, se utiliz6 el mismo
procedimiento y condiciones de reaccion de la polimerizacidbn en masa, con un
exceso de pordgeno y en agitacibon magnética. Para cada uno de los polimeros
sintetizados se obtuvieron homologos llamados polimeros no impresos (NIPs), los
cuales fueron preparados de la misma manera que los MIPs correspondientes con

la diferencia de que no se agregd CPX.

6.3. METODO ANALITICO

Para la determinacion del CPX en las diferentes muestras obtenidas, se realizé por
cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a detector de fluorescencia
(HPLC-FLD) (Agilent ® 1260 Infinity Series). Se utilizé una columna Zorbax SB C18
con caracteristicas de 4.6 mm de diametro, 150 mm de longitud con 5 pm de
tamafio de particula. La fase movil consistio en 65% de acido orto fosforico (pH 3.4)
y 35% metanol a un flujo isocratico a 0.6 mL/min con un tiempo de corrida de 7 min.
Se inyect6 un volumen de muestra de 10 pL y la longitud de onda del FLD fueron

de 278 nm y 455 nm de excitacion y emision.

La validacion del método se realiz6 con base en la guia para la validacion de
métodos analiticos para la determinacion de compuestos organicos a nivel de
trazas (AOAC/FAO/IAEA/IUPAC 2000), evaluando los siguientes parametros:
limite de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ), linealidad (R?), sensibilidad y
precision. La linealidad expresada por el coeficiente de correlacion (R?) y la
sensibilidad determinada por la pendiente de la curva, resultaron del promedio de
siete curvas registradas durante 3 dias (3 para repetibilidad y 4 para

reproducibilidad).
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6.4. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE MIPS Y NIPS
6.4.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Para obtener la morfologia de cada uno de los polimeros y la influencia de los
componentes sobre ella se obtuvieron micrografias de los MIPs y NIPs por medio
de un microscopio electronico de barrido de emisién de campo (FE_SEM) FEI®
modelo Inspect F50, para la evaluacién de la superficie y morfologia de todos los
polimeros. Primero, cada muestra necesité la deposicion previa de una capa
delgada de oro para evitar la sobrecarga de electrones sobre el polimero y hacer
conductora la muestra. Este paso se realizd con un equipo de deposicion de
peliculas delgadas Bal-Tec] modelo MED 020, mediante la técnica de Sputtering
0 pulverizacion catédica. Cada muestra permanecioé durante 10 segundos en el
equipo, para asegurar la formacion de una capa de un espesor de 10 nm.
Finalmente, para el analisis de las muestras se utilizd un detector Everhart-Thornley
(ETD) en modo de electrones secundarios (SE), un voltaje de 15 kV. Los
parametros que se ajustaron en la lectura de cada polimero fueron: la magnificacion

0 aumento (x), el ancho de campo horizontal (HFW) y la distancia de trabajo (WD).

6.4.2. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Para evaluar la impresion del CPX en el MIP, asi como los grupos funcionales del
MIP y NIP, se realizé a través de espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier de reflexion total atenuada (ATR-FTIR) (Thermo Scientific®, modelo Nicolet
iIS10). Los espectros infrarrojos de colectaron en un rango espacial de 500 a 4000

cm®, con 16 acumulaciones.

6.4.3. AREA ESPECIFICA Y DIAMETRO DE PORO
Las propiedades de textura de los materiales se obtuvieron a partir de las
mediciones de adsorcion-desorcion de Nz a 77 K, utilizando un instrumento de
adsorcion automética ((Autosorb-1Q, Quantachrome Instrument Corp., Boynton
Beach, FL, EE. UU.). El area superficial especifica (Sser) se calcul6 utilizando el
método Brunauer Emmett Teller (BET). Se utilizé el método de Barrett, Joyner y

Halenda (BJH) para calcular las distribuciones de tamafio de poro.
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6.4.4. ISOTERMAS DE ADSORCION

Para caracterizar la forma en que el ciprofloxacino se encuentra adsorbido en la
superficie de los polimeros se realizaron experimentos para la obtencion de las
isotermas se utilizaron concentraciones en el rango de 1 a 90 mg L* de CPX y
todos los experimentos se realizaron a 24°C. La capacidad de adsorcion en

equilibrio, g, (mg g*) se calculé de acuerdo con la ecuacion (1).

(Co - Ce)V
= 1
= (D)
Donde C, (mg L?1)y C, (mgL?) son las concentraciones del adsorbato iniciales y
al equilibrio, respectivamente. V (L) y W (g) son el volumen de las soluciones

estandar y el peso del polimero, respectivamente.

Los datos al equilibrio obtenidos se ajustaron a los modelos de isotermas de
adsorcion de Langmuir, Freundlich y SIPS, esto para describir la interaccion entre
el adsorbente y el adsorbato. EI modelo de la isoterma de Langmuir se muestra a

continuacion (Langmuir, 1916):

_ KgnC
1+ KC

q (2)
Donde C (mg L?) es la concentracion del adsorbato al equilibrio, g, (mg L) es la
capacidad maxima de adsorciéon y K (L mg?') es la constante de afinidad

relacionada con la energia de adsorcion.

El modelo de la isoterma de Freundlich también se muestran a continuacion
(Freundlich, 1906):

q = kC'/" (3)
Donde k (mg'*" LY g1) es una constante relacionada con capacidad de adsorcién
del adsorbente y la constante n indica la intensidad de la adsorcion; un valor de

n > 1.0 representa una condicion de adsorcién favorable.

19



Finalmente, el modelo de la isoterma de SIPS (Eq 4) se muestra a continuaciéon
(Redlich & Peterson, 1958):

N.aC™

= e 4
1= T acm (4)

Este modelo de tres parametros incluye las caracteristicas de la isoterma de

Langmuir y Freundlich, donde a es la constante de la isoterma.

Para ajustar los datos experimentales a los modelos matematicos analizados se
uso el software Statistica® version 7.0 y se eligié el modelo de mejor ajuste por el

coeficiente de correlacion (R?) mas cercano a 1.

6.4.5. CINETICAS DE LIBERACION

Las cinéticas de liberacion se obtuvieron realizando estudios de difusion in vitro.
Todos los experimentos se realizaron a 37°C + 0.5 °C, en una celda de difusion de
Franz y utilizando papel filtro polivinildifluoruro (PVDF), el papel previamente
empapado por el medio receptor se colocod entre los compartimentos donante y
receptor de la celda, luego las dos camaras fueron fijadas juntas, el compartimento
receptor fue llenado con 20 mL de tampon de fosfatos a pH 5.4. Finalmente, se
tomaron muestras del compartimiento receptor a diferentes tiempos (0, 0.25, 0.5,
1,2, 3,4,5,6, 7y 8 h) para su andlisis HPLC-FLD y se reemplazé con tampdn
fosfatos nuevo. Los experimentos se realizaron por triplicado en cada uno de los

MIPs sintetizados.

Los perfiles de liberacion se ajustaron de acuerdo con las ecuaciones de Higuchi

(5) y Korsmeyer-Peppas (6):

1
M, = kt2 (5)

Donde M, corresponde a la cantidad de farmaco liberado al tiempo t y k es una

constante.
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Donde, M—t es la fraccion del farmaco liberado al tiempo t, k es la constante de

(o]

difusién y n es el exponente de liberacion. El exponente n, describe el mecanismo
de liberacién: en el caso de quasi-fickiano difusion el valor n < 0.5, difusion fickiana
n = 0.5, la fraccién del farmaco es proporcional a la raiz cuadrada del tiempo
(modelo de Higuchi, eq 5) y la difusion del farmaco es controlada por difusion;
cuando n = 1 la ecuacion es correspondiente al modelo de orden cero. Valores de
n entre 0.5y 1 indican proceso andémalo con aporte de diferentes fendmenos como

intercambio iénico, relajacion de cadenas poliméricas, entre otros.

6.4.6. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se evalug la actividad antimicrobiana de los polimeros en dos microorganismos S.
aureus y E. coli (ATCC 25923 y 25922, respectivamente) Las cepas de los
microorganismos se mantuvieron en medio sélido de Mueller Hinton (211443,
BBL™) los cultivos se colocaron en una atmdsfera humidificada suplementada con
COz2 al 5% durante 24 h. La evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizo
con el método de microdilucién para la estimacion de los valores de concentracion

minima inhibitoria (CMI).

Las CMI se determinaron incubando a S. aureus y E. coli en microplacas de 96
pocillos en una atmésfera humidificada suplementada con CO:2 al 5% durante 24h.
Los microorganismos se expusieron a diluciones en serie de MIPs y NIPs, y los
puntos finales se determinaron cuando no se observé turbidez en el pozo. Las
actividades antimicrobianas de los polimeros se compararon con ciprofloxacino.

Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

6.4.7. CITOTOXICIDAD

Se evalug la citotoxicidad de los polimeros en fibroblastos dérmicos (HDFn) (PCS-
201-010). Las células fueron mantenidas en Medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, 30-2002 ATCC), suplementado con suero bovino fetal al 10%

(v/v) (1600.036, Gibco) y penicilina-estreptomicina al 1% (v/v) (13377820,
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ROCHE), se mantuvieron a 37°C en una atmésfera humidificada de CO:2 al 5%,
durante 24 h. Las células (1x10* células/pozo) fueron cultivadas en placas de 96
pocillos. La evaluacién de la citotoxicidad se realizé mediante ensayos de viabilidad
celular (alamarBlue, Invitrogen) que, debido a la reduccidén metabdlica de la
resarzurina a la resorufina altamente fluorescente, permiten estimar el nimero de

células viables.

Las células fueron tratadas con extractos de polimero, obtenidos en PBS (24, 48y
72 h), durante 24, 48 y 72 h. Después de la incubacién, se adicionaron 100 uL de
alamarBlue en cada pozo. Después de 4 h, la absorbancia fue medida a 570 nm
usando un lector de microplacas (Multiskan FC, Thermo scientific). Se usaron
células tratadas y no tratadas con medio DMEM como controles positivos y
negativos, respectivamente. Los experimentos fueron realizados por triplicado en
tres experimentos independientes. Finalmente, el porcentaje de viabilidad fue

obtenido utilizando el control positivo como el 100%.
6.4.8. IMPRESION 3D

Como perspectiva del proyecto se realizaron disefios de dispositivos 3D para la
liberacion del CPX. Por lo que, se utilizé la impresion 3D con una impresora Weistek
(W5501) y una resina fotopolimérica Elegoo, que polimeriza a una longitud de onda
de 405 nm, los programas utilizados para el diseifio del dispositivo fueron:
Lycheeslicer 3.5.1 y Autodesk, ambos de uso gratuito. Se utiliz6 como diametro de
la base 25 mm, se evaluaron diferentes alturas de la base (AB) (5 y 1 mm),
diferentes diametros de las proyecciones (DP) (3, 2 y 1 mm), alturas de las
proyecciones (AP) (2, 1y 0.5 mm) y formas en las proyecciones (esférica, circular,
rectangular y conica). Ademas, para evaluar la impresiéon 3D de los MIPs, se
realizaron dos mezclas, una de ellas de resina con polimero sintetizado (M-AL-M)
y la segunda resina con mezcla de polimerizacion (M-AL-M), la impresion se realizé
con el disefio de 1 mm de AB, 1 mm DP,1 mm de AP y forma conica. Finalmente,
a ambas impresiones 3D con resina y MIP, se sumergieron en metanol y agua por
separado, durante 1 h y en agitacion constante. Transcurrido ese tiempo se
tomaron muestras de metanol y agua para ser analizadas en HPLC-FLD vy

comprobar la liberacion del CPX.

7. RESULTADOS Y DISCUSION
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7.1.SINTESIS DE POLIMEROS IMPRESOS Y NO IMPRESOS

Para permitir la liberacion del agente terapéutico en respuesta al medio se
sintetizaron polimeros de caracteristicas no covalente, ya que permite mayor
facilidad de remocion de la plantilla por los enlaces formados. Se utilizaron dos
mondmeros diferentes el acido lactico (AL) y acido metacrilico (AM), los cuales
obtuvieron diferentes propiedades fisicas segun el método de polimerizacion
utilizado (emulsion, coprecipitacion y en masa). En total se sintetizaron 12
polimeros, dos polimeros impresos y dos no impresos por cada método de sintesis.
La proporcién utilizada de ciprofloxacino y monémero fue de 1:4, con un
rendimiento de entre 2 a 3 gramos (Tabla 1). Los polimeros obtenidos en masa y
coprecipitacion, para ambos mondémeros, presentaron un color blanco y textura
suave. A diferencia de los polimeros realizados por emulsion, que presentaron una

textura mas rigida y un color blanco-amarillento (Figura 1).

El AM es un monémero &cido ionizado en medios acuosos, particularmente en
condiciones neutras y basicas. El grupo carboxilo del AM (-COOH) puede
interactuar de forma efectiva con aceptores y donantes a través de enlaces de
hidrégeno (H) o electrostaticos de la estructura de CPX, al perder un atomo de H
se carga negativamente, por lo tanto, puede establecer enlaces idnicos a traves de
Su grupo carboxilo. Ademas, tiene un atomo de oxigeno que es un aceptorde Hy
puede formar enlaces con donadores de H. El grupo hidroxilo no ionizado presente
en AM (-OH) es un donante de H y, por lo tanto, puede interactuar con un aceptor
de H. Debido a la presencia de tres grupos amino, un carbonilo y un acido
carboxilico en la estructura del CPX, puede actuar facilmente como donante y
aceptor de enlaces de hidrégeno o formar enlaces iGnicos con AM como mondémero

en el proceso de impresion (Kioomars et al., 2017).

Table 1. Efficiency obtained in each of the synthesized MIPs.

Lactic acid Methacrylic acid

M-AL-C | M-AL-M | M-AL-E | M-AM-C  M-AM-M _ M-AM-E
Weight (g) 2.9588  2.7886 2.3502 @ 2.5662 @ 2.4595 = 2.0550

g, grams
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Figure 1. Polymers obtained by the method of: a) lactic acid, b) methacrylic acid.

NOTE 9
CAMERA

En la Tabla 2 se presentan los cddigos utilizados para identificar los polimeros

obtenidos que seran utilizados a lo largo del escrito.

Table 2. Code of the synthesized MIPs and NIPs.

Code MIP | NIP Polymerization Monomer
method

M-AL-C X Co-precipitation Lactic acid
M-AL-M X Mass Lactic acid
M-AL-E X Emulsion Lactic acid
M-AM-C X Co-precipitation Methacrylic acid
M-AM-M X Mass Methacrylic acid
M-AM-E X Emulsién Methacrylic acid
N-AL-C X Co-precipitation Lactic acid
N-AL-M X Mass Lactic acid
N-AL-E X Emulsion Lactic acid
N-AM-C X Co-precipitation Methacrylic acid
N-AM-M X Mass Methacrylic acid
N-AM-E X Emulsion Methacrylic acid

7.2.VALIDACION DEL METODO ANALITICO

El método analitico para la cuantificacion de ciprofloxacino fue validado, obtuvo un

rango lineal de 0.8 - 3.50 mg L, se cont6 con una linealidad de 0.9978 y una
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sensibilidad del método obtenida mediante la pendiente de la curva de 254.1 (IC
95 %: 237.6 — 270.7), el LOD y LOQ se obtuvieron por el método de pendientes
con valores de 0.39 y 0.82 mg L, respectivamente. Los parametros de validacion

se muestran en la Tabla 3.

Table 3. Validation parameters of the analytical method.

Parameter
LOD 0.39mgL”
LOC 0.82mglL”
Linearity 0.9978
Sensitivity 254 .1 (IC 95%: 237.6-270.7)

LOD, Limit od detection; LOQ, Limit of quantification

1000+
y = 254.229x — 45.545
800- R2=0.9978
O 600+
)
< 400-
200+
O T T T 1
0 1 2 3 4

Concentration (mg L'l)

Figure 2. Calibration curve for CPX for each one of MIPs.

Los parametros de la curva de calibracion se presentan en la Figura 2 y en la
Figura 3 un cromatograma donde se muestra el tiempo de retencion de 3.3 min
para el CPX.
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Figure 3. Ciprofloxacin chromatogram (1.5 mg L™1), with a retention time of 3.3 min.

7.3.CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS MIPs y NIPs POR
MICROSCOPIA ELECTRONICO DE BARRIDO

La morfologia de los polimeros fue examinada por SEM, las caracteristicas
morfologicas fueron diferentes para cada polimero, para los polimeros realizados
por el método de emulsion (Figura 4), el MIP con AM presenta morfologia irregular,
gue al compararla con su homologo sin farmaco podemos ver particulas de forma
esférica con diferentes tamafios, aproximados a los 5 um, para el MIP con AL como
monomero se observan particulas esféricas con una gran variedad de tamafios, las
particulas mas grandes se encuentran alrededor de 1 um de didmetro, su NIP
correspondiente se observan particulas esféricas de mayor tamafio, de alrededor

de 10 pm.
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Figure 4. Scanning electron microscope images for polymers made by the emulsion
method a) M-AM-E, b) N-AM-E, c) M-AL-E y d) N-AL-E.

En el caso de los polimeros realizados por el método de coprecipitacion (Figura 5),
con AM, para los MIP y NIP se observan aglomerados con morfologia irregular. En
el caso de los realizados con AL, para el polimero en el cual se encuentra adsorbido
el CPX, a pesar de encontrarse aglomerados, se puede observar una morfologia
de forma esférica y su homélogo sin CPX se observan particulas aglomeradas e

irregulares.
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Figure 5. Scanning electron microscope images for polymers made by the co-precipitation
method a) M-AM-C, b) N-AM-C, c) M-AL-C y d) N-AL-C.

Para los polimeros realizados mediante el método en masa (Figura 6), para el MIP
con AM se observan particulas esféricas aglomeradas con un tamafio aproximado
a 1 um, en el NIP, se observan particulas aglomeradas de menor tamafo. En el
caso de los polimeros realizados con AL, las particulas se encuentran aglomeradas
con particulas esféricas, con un tamafio menor a 1 um, para el caso del MIP y las

particulas del NIP se observan aglomeradas y sin morfologia definida.
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Figure 6. Scanning electron microscope images for polymers made by the mass method
a) M-AM-M, b) N-AM-M, ¢) M-AL-M y d) N-AL-M.

Dado que los MIPs presentan una morfologia y variacion en el tamafio de particula
cuando son sintetizados por el mismo método, pero sin la presencia de la plantilla
(NIP), esto puede ser indicativo que la presencia del CPX en la matriz polimérica
interfiere en la morfologia de los polimeros, esto ha sido propuesto por varios
autores (Bhawani et al., 2018) y se debe a las interacciones quimicas entre la

platilla con el monémero.

7.4. AREA ESPECIFICA Y DIAMETRO DE PORO

El 4rea especifica y el didmetro de poro promedio de MIP y NIP se calcularon
utilizando los métodos BET y BJH. En |la Tabla 4 se muestran los valores obtenidos,
donde se observa que el area especifica se encuentra en el rango de 127 a 318 m?
g%, indicando que tanto los MIPs como los NIPs son materiales con alta porosidad.
Ademas, los didmetros de poro obtenidos evidenciaron que todos los materiales
son mesoporosos (Meléndez-Marmolejo et al., 2022). El area especifica de los MIP
es menor que la de los NIP. Ademas, se encontré6 que el uso de AM como
monomero funcional mejora la formacién de poros ya que los valores del diAmetro

de poro son superiores a los valores obtenidos con el uso de AL. EI NIP evaluado
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fue realizado por el método de coprecipitacion, AM como mondémero funcional y
tolueno como porégeno, a diferencia de los MIPs que fueron realizados con
metanol. El uso de este ultimo se debid a la toxicidad reportada del Tolueno y a
gue los componentes utilizados en la sintesis presentaron mayor solubilidad con
metanol, para que la polimerizacion se realice de forma efectiva es necesario que
todos los componentes se encuentren disueltos (Lusina & Ceglowski, 2022). LOS valores
obtenidos en el analisis del NIP, concuerda con lo que se ha reportado, ya que se
menciona que el tolueno es un buen formador de poros en presencia de AM y
EDGMA (Meléndez-Marmolejo et al., 2022).

Table 4. Textural properties of MIPs and NIPs.

Parameters M-AM-C M-AL-C N-AM-C

Sger (M?g) 127 155 318

V; (cm?/g) 0.145 0.049 0.601
Dp (nm) 10.118 4.354 11.141

SeeT, Surface area; Ve, pore volumen; Dp, pore diameter.

7.5.ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los MIPs y NIPs se caracterizaron mediante ATR-FTIR, en la Figura 7 se muestran
los espectros representativos de los polimeros sintetizados. El espectro ATR-FTIR
del CPX es caracterizado por una amplia banda de absorcion en el rango de 3600-
3000 cm causado por la estrecha vibracién de los grupos v(-OH). La estrecha
vibracién de las bandas de v(C=0) aparecen cerca de 1720 cm, mientras las
vibraciones de estiramiento de C=C en el anillo de quinolona (en este rango, la
densidad optica de las vibraciones de deformacion de los enlaces -NH es muy
pequefia) aparecen cerca 1600 cm™. En el rango de los nimeros de onda 1500-
1400 cm™ aparece la estrecha vibracién de los grupos C-O al igual que las
vibraciones -COOC (grupo carboxilo ionizado). Las vibraciones de estiramiento de
los enlaces C-F se manifiestan en el rango del nimero de onda 1050-1000 cm™.
Por lo tanto, las bandas que se encuentran asociadas con la molécula de CPX,

confirman que la molécula plantilla se encuentra impresa en el MIP.
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FIGURE 7. Spectral ATR-FTIR a) M-AL-M, b) M-AL-C, ¢) M-AL-E, d) M-AM-M, €) M-AM-C

y f) M-AM-E.
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7.6. CINETICA DE LIBERACION

Para determinar las cinéticas de liberacién del CPX a partir de los MIPs obtenidos
se realizaron estudios de liberacién in vitro empleando una celda de difusion de
Franz. Para esto, se emple6 como medio receptor buffer de fosfatos (PBS) de pH
5.4, simulando el pH de la superficie de la piel en condiciones homeostéticas. En
la figura 9 se muestran los perfiles de liberacion obtenidos durante las 8 h en las
gue se siguio la liberacion. Para el M-AL-M se muestra un perfil de liberacion con
una fase de liberacion de rafaga inicial y para las siguientes 6 horas esta liberacion
siguié aumentando, pero con menor cantidad de CPX. En el caso de los polimeros
M-AM-M y M-AM-E se observa un comportamiento similar, iniciando con una mayor
liberacion en la primera hora y una disminucion en la velocidad conforme pasa el
tiempo. En el caso del polimero del método de coprecipitacion y acido lactico como
monomero (M-AL-C) para las 8 horas, aproximadamente una décima parte de CPX
contenido en el MIP fue liberado. La menor liberacién presentada, durante las 8
horas evaluadas, fue por los polimeros M-AL-E y M-AL-C.

El CPX es una fluoroquinolona bactericida, es decir, presenta una destruccion
bacteriana mas extensa y rapida a medida que aumenta la concentracion (Salguero
et al., 2020). Con los resultados obtenidos en cada uno de los perfiles, la liberacién
inicial puede permitir que el CPX se encuentre una concentracion adecuada para
la eliminacion de los microorganismos y en las siguientes horas mantenga la
liberacion que impida la proliferacion bacteriana, la formacién de resistencia e

incluso la produccién de biopeliculas.
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Figure 8. Release profile of the ciprofloxacin present in each of the MIPs.
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Con el fin de determinar las cinéticas y el mecanismo de liberacion del CPX, se
aplicaron los modelos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas, se obtuvo la ecuaciéon en
forma logaritmica figura 10 para cada uno de los perfiles obtenidos y con el valor
del exponente n se obtuvo la informacion sobre la cinética de liberacién del farmaco
en cada uno de los MIPs, todos los valores de n se encuentran entre 0.5y 1 (Tabla
6), lo que nos indica que la liberacion del farmaco es debida a un mecanismo de
difusion no Fickiana o anémalo, que corresponde al modelo de Korsmeyer-Peppas,
durante las 8 horas de liberacion estudiadas, caracterizdndose por una liberaciéon
inicial rapida que va disminuyendo con el tiempo. Es decir, el tipo de liberacion es
dependiente del tiempo y, finalmente, la velocidad de liberacion del farmaco estuvo

controlado por la disolucién del farmaco.

Table 5. Kinetic data for the MIPs.

Lactic acid Methacrylic acid
M-AL-C | M-AL-M | M-AL-E | M-AM-C | M-AM-M M-AM-E
n 0.64 0.62 0.85 0.60 0.61 0.55
K 3.00 3.00 0.38 1.47 2.96 3.04

R2 0.9825 0.9827 0.8073 0.9597 0.9641 0.9442

M-AL-C
M-AL-B L4

dtitit S

Ln (concentration)

Ln (time)

Figure 9. Release profile of the ciprofloxacin present in each of the MIPs.

Estudios previos han demostrado que el uso de polimeros con componentes

similares a los utilizados en este trabajo y/o utilizando la técnica de impresion
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molecular, pueden mantener la liberacion de antibacterianos; ademas, llevan a
cabo un mecanismo similar de liberacién. En el caso del estudio realizado por Emel
y col., obtuvieron un MIP injerto en nanofibras, utilizando una proporcion de 1 a 5
de sulfato de gentamicina y AM como mondmero, evaluaron la liberacion del
farmaco utilizando los MIPs y NIPs, a los cuales se les adicioné una concentracion
10 mg mL* del farmaco y se evalué la liberaciéon durante 6 h, obteniendo un 68%,
de liberacion, por otra parte, se determind que el 98% de la liberaciébn acumulada
de farmaco en el NIP se produjo en las primeras 8 h, esto demostro la diferencia
en las interacciones no especificas entre las moléculas del farmaco y los grupos
funcionales presentes en el NIP, mientras que las interacciones especificas con
alta afinidad que existen en el MIP confieren un mayor control en la liberacién del
farmaco. El estudio sefal6 que la liberaciobn se ajustdé al modelo cinético de
Korsmeyes-peppas, el cual define la liberacion de las moléculas de farmaco a
través de un mecanismo controlado por hinchazon, la liberacion de gentamicina de
ajustaron a un modelo no fickiano indicando la difusion de las moléculas de farmaco

a través del hidrogel hinchado (Tamahkar et al., 2019).

En el caso de Zhang y col., realizaron MIPs liquidos cristalinos con levofloxacino
(0.4 mg) (LVF) y AM con proporcion de 1:4. El experimento de liberacion se realizd
por 72 horas, se demostré que ocurre una liberacion del 90 % de LVF durante las
primeras 21 horas y su mecanismo de liberacion es por difusion fickiana (Zhang et
al., 2018).

En otro estudio de Salguero y col., realizaron peliculas basadas en biopolimeros
cargadas con CPX, para la aplicacion topica, utilizando doble capa de hidroxido
(LDH) y hialuronano (HS) como sistemas de administracion del farmaco. El estudio
de liberacion del CPX de la pelicula (LDH-CPX)/HS con 0.37 mg de CPX, fue
realizado durante 8 h, se evalué en PBS en un rango de pH 5.8 y 7.4, con el objetivo
de simular las condiciones fisioldgicas de la piel intacta y los exudados plasméaticos
de la piel dafiada, respectivamente. La liberacién de CPX en la pelicula a pH de 7.4
obtuvo un ajuste con Korsmeyer-Peppas (n= 1.01), sus resultados indicaron que la
velocidad de liberacion estuvo controlada principalmente por la disolucion del
farmaco y su modelo de mejor ajuste en pH de 5.8 fue el de Higuchi. La explicacion
de estos resultados es en funcion a las formas idnicas del CPX (positivas o
negativas) o zwitterionicas debido a su reactividad acido/base, determinada por sus
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grupos piperazina (pKa=8.8) y acido carboxilico (pKa=6.1), su menor solubilidad
acuosa se produce a un pH cercano a 7 y su punto isoeléctrico a pH 7.4, mientras
gue a pH de 5.8 la solubilidad global de CPX aumenta (Salguero et al., 2020).

Zaidi y col.,, realizaron nanoparticulas de MIP mesoporosas mediante
polimerizacién por precipitacion utilizando nanoparticulas de poli(AM-co-EGDMA)
para un sistema de liberacién sostenida de Azitromicina (AZM) un macrolido
semisintético. Los datos de liberacién del farmaco se ajustaron al modelo de
Korsmeyer-Peppas (R? 0.9669), con un valor de exponente de difusién “n” de 0.59,
gue indica un mecanismo de difusién no fickiano y que la difusién y la liberacion del
farmaco se controla por el hinchamiento del polimero. Los gréficos de liberaciéon
del farmaco mostraron una liberacion inicial en rafaga, seguida de una liberacion
de casi el 24 % del AZM cargado en el primer dia. Durante los siguientes dos dias,
se liberé aproximadamente el 14% del AZM de las nanoparticulas MIP y después

de una semana, se liber6 el 78% del farmaco (Zaidi, 2016).

7.7.1SOTERMAS DE ADSORCION

Para evaluar la forma en la que el CPX se adsorbi6 a los MIPs, se realizaron
ensayos de adsorcién y se identifico el método de mejor ajuste para dos de los
polimeros realizados con los dos diferentes monomeros utilizados (M-AL-C y M-
AM-C). Los datos al equilibrio se ajustaron a los modelos de Freundlich, Langmuir
y SIPS. El mejor ajuste de los modelos de isotermas se eligié por el valor del
coeficiente de correlaciéon (R?) mas cercano a 1. Las constantes de las isotermas
de adsorcion para los MIPs (M-AL-C y M-AM-C) en estudio se muestran en la Tabla
5. El polimero M-AL-C se ajusté mejor al modelo de Freundlich (R?=0.9466), lo que
indica que la adsorcién se da en multicapa. Este modelo describe que la mayoria
de las superficies son heterogéneas y existen multiples sitios disponibles para la
adsorcion. Para el polimero M-AM-C el modelo de mejor ajuste fue el de Langmuir
(R2=0.9169), lo que indica que la adsorcion ocurre en monocapa y supone una
superficie homogénea con un nimero especifico de sitios de unién donde se puede

adsorber una molécula.
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Table 6. Constants of the adsorption isotherms for the MIPs (10 mg of MIP, 15 minutes of
contact, 1 mL of solution, temperature of the medium: 24°c, pH of the medium: 6).

LANGMUIR FREUNDLICH
a, K < (g™
Polimero  (mgg’) (Lmg") R’ L9) n R’
M-AL-C | 4.4258  0.1025 | 0.4010 0.5478 1.7066 = 0.9466
M-AM-C = 3.6396 = 0.0599 | 0.9169 0.1911 1.3565 = 0.2347
SIPS
N, a m R
M-AL-C 4.62 0.1027 1 0.426
M-AM-C = 3.0679 0.0348 1.3093 0.577

Qm is the maximum amount of adsorbate (mg g*) on adsorbent at equilibrium. K is Langmuir's
constant, k is Freundlich’s constant, n is the exponent of the Freundlich isotherm, a and m are the
SIPS isotherm constants, and R? is the correlation coefficient.

En lafigura 8 se puede observar que el polimero de M-AL-C tiene mayor adsorcion
adsorcion a diferencia del polimero de M-AM-C, lo que se comprueba en la Tabla
5, donde se reporta una mayor capacidad de adsorcion (q), esto se explica con el
modelo de mejor ajuste para cada uno de los MIPs, de igual manera en la Figura

9 el polimero que presenta una mayor liberacion es el de M-AL-C.
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Figure 10. Best adsorption isotherms for ciprofloxacin over the corresponding MIP at 24°c:
a) Freundlich isotherms for M-AL-C and b) Langmuir isotherms for M-AM-C. 10 mg of MIP,
15 minutes of contact, 1 ml of solution, medium temperature: 24°c.

7.8.ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se realiz6 un ensayo de microdilucién para evaluar la actividad antimicrobiana de
la liberacion de CPX en cada uno de los MIPs y NIPs contra dos microorganismos
el S. aureus y E. coli. Los valores de CMI de los microorganismos de los
tratamientos se presentan en la Tabla 7, ademas se sefiala los rangos establecidos
por el Clinical and laboratory standards institute (CLSI). Todos los valores obtenidos
se encuentran dentro del rango establecido por el CLSI. Los MIPs mostraron

actividad antimicrobiana contra la forma planctonica de S. aureus y E. coli.
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La evaluacion antimicrobiana de cada uno los polimeros contra la forma plancténica
de S. aureus mostré una CMI de 0.031 mg L con M-AL-M y M-AM-M, 0.0156 mg
Lt con M-AL-C, 0.125 mg L con M-AL-E, 0.062 mg L* con M-AM-C y M-AM-E, y
para la forma plancténica de E. coli 0.0039 mg L con los MIPs, 0.031 mg L con
M-AL-E y 0.0156 mg L con M-AM-E. Para ambos microorganismos se utilizé como
control de CPX grado analitico el cual presenté un CMI de 0.031 y 0.0078 mg L*
en S. aureus y E. coli, respectivamente. De igual manera, se evaluaron dos NIPs

(AL y AM) los cuales no presentaron inhibicion.

Table 7. Antimicrobial activity of MIPs and nips shown against the planktonic form of E.
Coli (ATCC 25922) and S. Aureus (ATCC 25923).

Lactic acid Methacrylic acid
Polymer M-AL-C M-AL-M M-AL-E |N-AL-C |M-AM-C| M-AM-M | M-AM-E | N-AM-C
MIC

(mg L) 0.004 0.004 0.031 0.004 0.004 0.0156
E. coli
MIC
(mg L) 0.016 0.031 0.125 0.062 0.031 0.062
S. aureus
Ciprofloxacin
Grado analitico CLSI
MIC
(mg L) 0.004 0.004-0.016
E. coli
MIC
(mg L) 0.031 0.12-0.5
S. aureus

MIC, minimum inhibitory concentration

Las formas farmacéuticas tdpicas convencionales utilizadas para el tratamiento de
las heridas, presentan desventajas por la falta de precision en la dosificacién,
tiempo de permanencia insuficiente, rendimiento terapéutico variable, o eliminacién
de la superficie de la piel (Lam et al., 2018), esto representa en una fallo terapéutico
en el paciente y se agrava aun mas cuando se tratan infecciones bacterianas en
pacientes comprometidos, como es el caso de heridas en PD, ya que aumenta la
morbilidad y conduce a la amputacion de las extremidades (Vardakas et al., 2008).
Las bacterias comunmente aisladas en estas heridas son S. aureus (Gram positiva)
y E. coli (Gram negativa) (Pitocco et al., 2019), por lo que requieren de antibioticos
de amplio espectro para su tratamiento (Ramirez-Acuia et al., 2019), uno de ellos

es el ciprofloxacino, antibiético eficaz contra las bacterias grampositivas y
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gramnegativas, ya que inhibe de forma selectiva las helicasas de ADN bacteriano,
afectando su funcién y evitando asi que el ADN forme un superenrollamiento
negativo, causando trastornos reproductivos bacterianos y la muerte (Brunton et
al., 2007).

Las formas locales de liberacion de antibiéticos representan una atractiva manera
de tratamiento para Ulceras de PD, una clara ventaja es que alcanza
concentraciones altas de antibidtico en la zona afectada, lo cual no ocurre con el
uso de antibidticos sistémicos, esto puede ser importante donde los casos de
penetracién de antibidticos en el area infectada podria ser sub-optima debido al
compromiso de perfusion vascular o presencia de biopeliculas de bacterias (Tanner
et al., 2015). Adicionalmente, la limitada absorcion local de los antibidticos reduce
considerablemente el riesgo de toxicidad y las reacciones adversas a los farmacos,
ademas puede ser utilizada en pacientes con intolerancia a la administracion

sistémica debido a la funcién renal o hepatica alterada (Smith et al., 2020).

A este respecto, se han disefiado materiales para producir una mayor
funcionalidad, como el mantenimiento de la liberacién, la inhibicion del crecimiento
bacteriano y la curacion de heridas (Markakis et al., 2018; Smith et al., 2020). En
un estudio doble ciego y controlado, compararon el uso topico del péptido
antimicrobiano pexiganan contra la eficacia sistémica de ofloxacino una
fluoroquinolona utilizada en Ulceras de pie diabético, los resultados del estudio
clinico sefialan que las tasas de mejora clinica fueron del 85y 90 % y la
erradicacion microbiologica global fue del 42 y 47 %, respectivamente. Los autores
sefialan que este tratamiento topico puede ser una alternativa eficaz a la terapia
antibiotica oral en el tratamiento de los pacientes con ulceras ligeramente
infectadas y podria reducir el riesgo de generar bacterias resistentes a
antimicrobianos (Lipsky et al., 2008).

En el caso del uso de implantes conlleva un riesgo de infeccion posoperatoria, la
presencia de antibitticos en la superficie del implante puede mitigar el riesgo. Por
ejemplo, Yang y col., utilizé la tecnologia electroquimica para preparar un material
compuesto de vancomicina (VA) y para depositarlo en implantes de titanio, sin
embargo, el 80% de farmaco fue liberado en pocas horas. En el estudio de Mao y

col., propusieron nanoparticulas con la técnica de impresion molecular (NP-MIP)
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sensibles al pH para mejorar la actividad antibacteriana de VA, los materiales
alcanzaron una concentracion de estado estacionario después de 220 hapH 5.2y
después de 432 h a pH 7.4. Los NIP-NP (previamente cargados con VA), por el
contrario, liberaron toda la VA dentro de las 24 h en todos los valores de pH, lo que
indica una falta de respuesta al pH y la incapacidad de lograr una liberacion
sostenida del farmaco. Ademas, las NP-MIP lograron una proporcion antibacteriana
(la proporcién de recuentos de bacterias viables antes y después de la
administracion) de més del 90% contra S. aureus, mientras que las NP-NIP
exhibieron proporciones antibacterianas negativas (es decir, S. aureus proliferé en

presencia del implante) (Lipsky et al., 2008).

Estudios previos han demostrado que el uso de polimeros con componentes
similares a los utilizados en este trabajo, son eficaces para la eliminacién de
diferentes microorganismos presentes en infecciones de PD. El estudio realizado
por Kioomars y col., formularon hidrogeles con CPX, para la administracién de este
antibidtico en sistemas oculares, utilizando como monémero AM y EDGMA como
entrecruzante, el cual demostré actividad antimicrobiana contra Pseudomona

aeruginosa y S. aureus aislados de pacientes (Kioomars et al., 2017).

En otro estudio se realiz6 un MIP injerto en nanofibras, utilizando AM, como
monomero y sulfato de gentamicina como plantilla utilizando diferentes
proporciones (MIP1 1:5, MIP2 1:10 y MIP3 1:20, gentamicina:AM), evaluaron la
actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en disco con E. coliy S.
aureus. Todas las nanofibras compuestas con MIP presentaron diferencias
significativas en el halo de inhibicién bacteriana contra el grupo control, obteniendo
8 mm para E. coliy 13.5 mm para S. aureus para el grupo control, mientras que
para los MIPs presentaron un halo en MIP1, MIP2, y MIP3 de 11 mm, 9.5 mm, 7.5
mm para E. coliy 14,5 mm, 13,5 mm y 12,5 mm para S. aureus, respectivamente
(Tamahkar et al., 2019).

Salguero y col., realizaron peliculas basadas en biopolimeros cargadas con CPX
(0.35 mg), para la aplicacion tépica, utilizando doble capa de hidréxido (LDH) y
hialuronano (HS) como sistemas de administracion del farmaco. La actividad
antimicrobiana fue investigada mediane el ensayo de difusion en disco, para

evaluar la capacidad de inhibir el crecimiento de S. aureus. Utilizando una pelicula
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de 6 mm, (LDH-CPX)/HS exhibié un halo de inhibicion significativo de 33 £ 1 mm
(Salguero et al., 2020).

Las limitaciones de las formas de dosificacion de antibiticos convencionales se
reconocen como los principales factores que atribuyen a la resistencia a los
antibioticos, esto debido a las concentraciones inadecuadas en los sitios de
infeccion que requieren dosis de antibidticos y mayor frecuencia en su
administracion, lo que se asocia con mas efectos adversos e incumplimiento del
tratamiento por parte del paciente (Osman et al., 2022). Aunado a esto, las
condiciones fisiopatolégicas del PD impiden la llegada de farmacos a nivel
sistémico favoreciendo la r4pida aparicion de resistencia bacteriana e incluso la
formacién de biopeliculas (Boulton & Rayman, 2020). La principal preocupacion al tratar
una infeccion es disminuir la tasa de infeccion o erradicarla; sin embargo, debido a
la creciente tasa de resistencia a los antibioticos es dificil tratar al PD con
antibioticos (Ahmed et al., 2021). Por lo tanto, todos estos desafios enfatizan la
necesidad del desarrollo de portadores para la administracion de farmacos que
ayuden a mejorar la actividad de los antibiéticos convencionales y prevenir el
aumento de la resistencia antimicrobiana (Osman et al., 2022). Con esto, el uso de
los MIPs como materiales de liberacion local de antibidticos se vuelve una
alternativa con multiples ventajas al tener un control preciso y prolongado sobre la

concentracion del farmaco en el sitio de la infeccion.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, los MIPs
realizados con AL y AM como mondmeros y CPX como plantilla, alcanzan la CMI
necesaria para eliminar a S. aureus y E. coli, esto demuestra la utilidad que puede

presentar en el tratamiento de pacientes con infecciones en PD.

7.9. CITOTOXICIDAD

La viabilidad celular, en términos de actividad metabdlica, se evalu6 fibroblastos
dérmicos (HDFn) mediante el ensayo de alamarBlue, basado en el uso del poder
reductor de las células vivas para convertir la resazurina en resorufina fluorescente

(Ortiz et al., 2021). En este trabajo, las células no tratadas y las células tratadas
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con peréxido de hidrégeno se usaron como controles positivos (100% viables) y

controles negativos, respectivamente.

La viabilidad de las células HDFn se evalué a las 24, 48 y 72 h, se expuso a los
extractos de los MIPs de 24, 48 y 72 h. El primer resultado indica que los extractos
no presentan citotoxicidad en el tiempo establecido, de hecho, existe un incremento
en la viabilidad celular para todos los MIPs evaluados (Figura 11). Con diferencias
significativas para los tratamientos de 24 y 48 h de exposicién, observando una

mayor proliferacion a las 72 h.

De acuerdo con la directriz ISO (ISO 10993-5) la viabilidad celular in vitro de los
dispositivos y materiales médicos después de la exposicion debe ser = 70 % para
que se consideren no citotoxicos (Ahmed et al., 2018). La Organizacion
Internacional de Normalizacion (ISO) recomienda la evaluacion de la
biocompatibilidad como un requisito fundamental para el uso seguro de dispositivos
y materiales médicos, la prueba de citotoxicidad es una parte integral de la
evaluacion biolégica, que determina la prevalencia del efecto toxico y también
determina la presencia de una influencia positiva en términos de biofuncionalidad
gue promueve la cicatrizacion de heridas (Ahmed et al.,, 2018). El polimero
realizado a partir del &cido lactico (acido polilactico), se encuentra aprobado por la
Food and Drug Administration de Estados Unidos, demostrando que es un material
muy versatil, con propiedades como biocompatibilidad y bidegradabilidad. Debido
a esto, el AL se ha explorado en diferentes aplicaciones terapéuticas como vehiculo
de administracion de farmacos (da Silva et al., 2019). Para el caso del AM tiene
una alta biocompatibilidad y baja toxicidad aguda, lo que permite su uso en

aplicaciones médica (Lebeau et al., 2020).
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Figure 11. Percentage of viability in normal primary dermal fibroblast cells (nHDF) versus
extracts obtained from 24, 28 and 72 h exposure of MIPs and NIPs in PBS at pH 5.4, using
the alamarblue assay, % viability for nHDF cells versus MIP extracts a) at 24 h, b) at 48 h
and b) at 72 h.

Por lo tanto, de acuerdo con lo anterior, todos los polimeros evaluados exhibieron
viabilidades celulares aceptables de HDFn, al encontrarse por encima del valor
establecido por la ISO. Finalmente, pudimos comprobar en el presente trabajo que
los MIPs realizados con AL y AM cargados con CPX no son toxicos para células de
HDFnN.
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7.10. IMPRESION 3D

Como perspectiva de este trabajo, se propuso utilizar la impresion 3D para la
elaboracion del dispositivo de liberacion, por lo que se realizaron diferentes disefios
con las medidas. En los primeros disefios se evaluaron mayores tamarfos en el 5
mm AB, 2.5 mm DP y proyecciones rectangulares, esféricas y circulares, en este
caso las impresiones 3D, correspondian a los disefios realizados en los programas,
sin imperfecciones en la forma Figura 12. Posteriormente se disminuyeron los
tamafos de 1 mm de AB, 1 mm de DP, 1y 2 mm de AP y se cambiaron las formas
de las proyecciones (Figura 12) ademas de colocarlas sin espacio entre las
proyecciones, lo que se observo fue aglomeracion de éstas, la forma no se definio
al momento de la impresion. Finalmente, se realizé un ultimo disefio utilizando 1
mm de AB, AP y DP, se utilizé una separacion de 2 mm entre proyecciones y con
forma conica, se observo una forma bien definida, sin aglomeraciones ni defectos

en la impresion (Figura 13).

Figure 12. Design and 3D impressions a) design made with 5 mm AB, 2.5 mm DP and
rectangular, spherical and circular projections, b) 1 mm AB, 1 mm DP, 1 mm and 2 mm AP,
¢) impressions corresponding to the design of a) and d) impressions corresponding to the
design of b).
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Figure 13. Design and 3D impressions a) design made with 1 mm AB, 1 mm DP, 2 mm
separation of projections and conical shape and, b) impressions corresponding to the
design of a).

Para evaluar la impresion utilizando los MIPs y la mezcla de polimerizacién, ambos
se mezclaron con la resina, se utilizo el disefio de 1 mm de AB, AP y DP, separacion
de 2 mm entre proyecciones y forma conica. Para la mezcla de resina con MIP, la
impresion se realizé con defectos en la forma de las proyecciones y para el caso
de la resina con la mezcla de polimerizacion, no se observaron defectos en la
forma. Para comprobar la presencia y liberacion del CPX en ellos, se mantuvo
durante 1 h en agitacion constante sumergidos en metanol y agua, al analizar las
muestras solo se encontré CPX liberado en el cromatograma (Figura 14) de resina

con mezcla de polimerizacién en metanol con una concentraciéon de 0.99 mg L L.

AUC

Time (min)
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Figure 14. Chromatogram of ciprofloxacin on resin with polymerization mixture in methanol,

with a retention time of 3.3 min.

8. CONCLUSION

Recientemente, los polimeros impresos molecularmente han ganado espacio en su
uso para la liberacién de farmacos, gracias a su capacidad de carga y afinidad con
el farmaco utilizado como molde. Ademas, el tiempo de liberacién del farmaco
puede controlarse al ajustarse el tipo o la fuerza de las interacciones entre las
moléculas del farmaco y los mondmeros. En este estudio, se lograron sintetizar y
caracterizar polimeros de impresion molecular capaces de liberar de forma
controlada un antibiético (ciprofloxacino) en concentraciones eficaces para
alcanzar la CMI frente S. aureus y E. coli. Ademas, se comprobé su seguridad al
evaluarlos frente a fibroblastos dérmicos e incluso permitieron la proliferacion

celular de forma significativa en la mayoria de los ensayos.

A pesar de que, los usos clinicos de los polimeros de impresién molecular utilizando
antimicrobianos siguen siendo escasos. Se espera que el uso de estos materiales
en el area médica continle generando innovaciones adaptadas al tratamiento
antimicrobiano local que sea eficaz, compatible con el paciente y rentable. Las
limitaciones que se presentan en este trabajo, es el tiempo de liberacion evaluado
del CPX en los MIPs, la evaluacion en pH en condiciones homeostéticas y no el pH
caracteristico de heridas y el uso de cepas ATCC. Por lo que, dentro de las
perspectivas de este trabajo, se encuentra la evaluacion de la actividad
antimicrobiana in vitro con microorganismos aislados de pacientes con infecciones
de PD. La evaluacién de la permeacion utilizando piel, asi como, en heridas de
modelos animales para comprobar su actividad antimicrobiana y biocompatibilidad.
Finalmente, hacer uso de la impresion 3D para la elaboracion de dispositivos de

liberacion.
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