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RESUMEN

Las infecciones mucocutaneas representan un problema de salud en personas con el
sistema inmunoldgico comprometido y los hidrogeles elaborados a base de quitosano han
demostrado tener la capacidad de inhibir su desarrollo. En este trabajo se evalu6 la
actividad antifingica de hidrogeles de quitosano/poliacrilamida/zeolita y su efecto sobre la
germinacion de esporas, morfometria y viabilidad de Aspergillus y Fusarium. Se
prepararon materiales adsorbentes compuestos con quitosano, poliacrilamida y zeolita
tamizada, a diferentes concentraciones del biopolimero, utilizando la técnica de
copolimerizacién via radicales libres de mondémeros vinilicos hidréfilos de bajo peso
molecular, en presencia de un agente entrecruzante polimerizable. Para evaluar la
actividad biol6gica se prepararon suspensiones de esporas a partir de cultivos
monosporicos de A. parasiticus, A. niger y Fusarium verticilloides. Cada una de las
especies fue inoculada en contacto directo con el hidrogel y se evalu6 el efecto sobre
morfometria y germinaciéon de esporas mediante andlisis de imagenes, viabilidad de las
esporas por microscopia utilizando tinciébn con azul de tripdn y conteo del niamero de
unidades formadoras de colonias (UFC) viables de acuerdo a la NOM-111-SSA1-1994.
Los hidrogeles con quitosano (1.0, 0.75, 0.50 y 0.25 g) mostraron actividad inhibitoria
contra las tres especies analizadas, observando un mayor efecto contra F. verticilloides.
Asimismo, inhibieron el desarrollo de los hongos en las pruebas de viabilidad por tincién
con azul de tripan, encontrando un menor nimero de UFC/mL con respecto al control. Los
hidrogeles de quitosano/poliacrilamida/zeolita demostraron poseer actividad antifingica
contra los tres hongos estudiados, lo que representa una opcién para el desarrollo de
materiales que ayuden a controlar el crecimiento fungico y prevenir infecciones de este

tipo.
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HIPOTESIS
Los hidrogeles de quitosano/poliacrilamida/zeolita presentan actividad antifingica contra

especies de Aspergillus y Fusarium, afectando la germinacion de esporas, morfometria y
viabilidad celular.
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INTRODUCCION

Los hongos de naturaleza filamentosa han sido considerados como agentes causales de
diversas enfermedades tanto en humanos como en animales, principalmente en personas
con el sistema inmunolégico comprometido, alcanzando una tasa de mortalidad del 70%
en esta poblacion. Una caracteristica llamativa es la existencia previa o concomitante de
lesiones cuténeas en las extremidades y en la cara, las cuales estan presentes en mas de
las dos terceras partes de los pacientes. Las lesiones se caracterizan por nédulos
subcutaneos eritematosos mdultiples, maculas y papulas eritematosas, con necrosis

central progresiva (Luque, 2012).

La aspergilosis es una infeccién causada por Aspergillus spp, un tipo de hongo que vive
intramuros y al aire libre. Los problemas de salud asociados a este género incluyen
reacciones alérgicas, infecciones pulmonares e infecciones en otros 6rganos, cuyo
tratamiento depende del tipo de problema o microorganismo involucrado. Por otro lado, se
encuentran las hialohifomicosis causadas por hongos oportunistas que presentan hifas
hialinas septadas como Fusarium verticilloides, causante de queratitis, endoftalmitis,

infecciones cutaneas y en ocasiones infecciones diseminadas (CDC, 2014).

Las micosis invasoras afectan principalmente a pacientes inmunodeprimidos u
hospitalizados, con graves enfermedades. La distribucion de los agentes causales varia
en funcién de la geografia, condiciones de los pacientes y unidades de hospitalizacion.
Aspergillus spp. es la principal causa de micosis invasora por mohos, seguida de

Fusarium spp., Scedosporium spp. y zigomicetos (Peman y Salavert, 2011).

Las enfermedades flngicas invasoras (EFI) causadas por nuevos mohos y levaduras
emergentes distintos de Aspergillus spp. y Fusarium spp. se han incrementado en
frecuencia y gravedad en las Ultimas dos décadas, asociadas a tasas muy elevadas de
morbilidad y mortalidad (65-90%) en pacientes inmunodeprimidos. Aunque estas EFI por
hongos emergentes son infrecuentes, gran parte de su importancia reside en la virulencia
de su comportamiento, en el grado de inmunosupresion del huésped en el que asientan y
en las opciones limitadas del tratamiento antifingico debido a su amplio perfil de
resistencia a la mayoria de los farmacos disponibles. Por ello, la combinacién de varios

antifingicos y ocasionalmente de otras medidas adyuvantes como la cirugia, son el
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tratamiento mas apropiado de estas micosis emergentes con elevada letalidad intrinseca

(Peman y Salavert, 2011).

Ademés de los compuestos antimicoticos comunmente utilizados, el quitosano ha
mostrado tener propiedades antifingicas sobre diversas clases de hongos. Sin embargo,
los estudios que abordan este aspecto son limitados. Se ha estudiado la actividad
inhibitoria de hidrogeles de quitosano contra Candida el cual ha demostrado ser un
vehiculo efectivo para el tratamiento de pacientes con candidiasis mucocutanea
(Palmeira-deOliveria y col., 2010) y ademas, podria ser empleado en pacientes con
estomatitis subprotésica, asociada también a la presencia de esta levadura (Suarez y col.,
2009).

Dado que los principales tipos de afecciones por estos hongos son de tipo mucocutaneo,
es conveniente que los compuestos utilizados en los diferentes tratamientos posean las
propiedades fisicas, quimicas y farmacolégicas necesarias y suficientes para
administrarse por esta via. En este sentido, se han desarrollado materiales como medio
de soporte para el quitosano, tales como hidrogeles de poliacrilamida que, cuyas
propiedades mecanicas y de absorcion puedan ser mejoradas al ser adicionados con
compuestos inertes y absorbentes como la zeolita, proporcionando mayores beneficios

ante el riesgo de adquirir una infeccién por estas micosis (Saber-Samandari y col., 2011).

Los estudios sobre las propiedades antifiungicas que poseen los hidrogeles formulados
con quitosano son limitadas, por lo que la presente investigacion busca evaluar la
capacidad antifungica de estos materiales contra hongos de los géneros Aspergillus y

Fusarium, integrando un soporte de material superabsorbente.
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OBJETIVO GENERAL

Elaborar y evaluar la actividad antifingica de hidrogeles de
quitosano/poliacrilamida/zeolita y su efecto sobre la germinacién de esporas, morfometria
y viabilidad de Aspergillus y Fusarium.

Objetivos Especificos

1. Obtener hidrogeles a partir de diferentes mezclas de soluciones de quitosano,
poliacrilamida y zeolita.

2. Evaluar el efecto de los hidrogeles sobre la morfometria y germinacion de esporas de
especies de Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger y Fusarium verticilloides.

3. Evaluar el efecto de los hidrogeles sobre la viabilidad de Aspergillus parasiticus,
Aspergillus niger y Fusarium verticilloides utilizando tinciéon con azul de tripan.

4. Evaluar el efecto de los hidrogeles, en forma de gel y como polvo, sobre la viabilidad

de las especies fangicas utilizando la técnica de conteo en placa.

14



REVISION LITERARIA

Hongos Filamentosos

Los hongos filamentosos son microorganismos eucariéticos, aerobios facultativos que se
reproducen de manera natural por esporas, ya sea sexual o asexualmente; su
caracteristica comun es la ausencia de clorofila, por lo que no realizan la fotosintesis y se
nutren por medio de materia organica ya elaborada, absorbiendo nutrientes simples y
solubles. Si un hongo causa infecciones con regularidad o si tiene algun otro aspecto
particularmente distintivo, se le asigna una categoria diferente, un ejemplo seria la

aspergilosis producida por el género Aspergillus (Lugque, 2012).

Generalidades y Morfologia

Los hongos son inmoviles y su pared celular se compone principalmente de glucanos (30-
80%), quitina y quitosano (1-15%), mananos y/o galactomananos, y glicoproteinas
(Aranda y col., 2016). Crecen formando colonias filamentosas multicelulares. El elemento
principal de la forma vegetativa o en crecimiento es la hifa, una estructura tubular
ramificada de 2 a 10 um de diametro, que al ser entrelazadas unas con otras forman un
micelio (Ledn, 2003).

El micelio vegetativo esta constituido por las hifas superficiales o bien que se
encuentran en contacto directo con el sustrato, cuya funcién es la de nutriciéon. En tanto,
las hifas que sobresalen de la superficie se designan como micelio aéreo y son las
responsables de generar las células reproductoras o esporas. Los cuerpos resistentes
que forman los hongos en estado latente o en reposo se conocen de manera colectiva
como cuerpos fructificantes. Las hifas de varias especies de hongos estan divididas por
paredes transversales llamadas septas o tabiques; las hifas que no presentan septos se

denominan aseptadas o cenociticas (Leon, 2003).

Fisiologicamente, las condiciones a las que se adaptan los hongos suelen ser
severas ya que son capaces de desarrollarse en sustratos con altas concentraciones de

azucares de hasta un 10%, crecen muy lentamente entre 5 a 7 dias a una temperatura

15



Optima de 28°C vy resisten altas condiciones de acidez (rango de pH entre 2-9, con pH
optimo entre 5-6). EI mayor nutriente que aprovechan como fuente de carbono es la
glucosa, entre otros compuestos de origen organico como el almidén y la celulosa. De
igual forma, aprovechan fuentes de nitrégeno inorganico y carbono, como el extracto de

levadura y la peptona (Arias y Pifieros, 2008).

Estructura Subcelular

Las células micéticas son mas grandes que la mayor parte de las bacterias y son
eucariotas. Poseen diferentes tipos de organelos citoplasmaticos con excepcion de los
cloroplastos (Figura 1). Las estructuras de importancia médica de un hongo son la

capsula, la pared celular y la membrana citoplasmética (Le6n, 2003).

Pared celular. La pared micoética estd compuesta por cadenas de polisacaridos
(quitina, glucano, manano, celulosa) llamadas microfibrillas y el resto son proteinas y
glucoproteinas, que se entrecruzan con las cadenas de polisacaridos. Dentro de un grupo
determinado también se encuentran numerosos determinantes antigénicos Unicos que
resultan de patrones de ramificacion diferentes de los polisacaridos, (tiles para la

clasificacion (Ledn, 2003).

Membrana celular. La membrana citoplasmatica de los hongos consiste en una
membrana bicapa semejante en estructura y composicion a las membranas de los
eucariotas superiores. La membrana micética contiene esteroles, los principales son
ergosterol y cimosterol (Ledn, 2003).

16



Figura 1. Contenido celular, esquema de una hifa (seccion apical). D, dictiosoma; ER,
reticulo endoplasmaético; L, cuerpo lipidico; M, mitocondria; MI, microcuerpos; N, nucleos;
R, ribosomas; V, vesicula citoplasmatica; VA, vacuola; W, pared celular.

Fuente: Biasoli, 2014.

Enfermedades Causadas por Hongos

Los hongos que causan patologias en el hombre se clasifican, de manera general, como
patdégenos y oportunistas. Por una parte, los patdégenos son aquellos que causan una
entidad clinica mas que una infeccion, siendo las micosis mas comunes la blastomicosis
(Blastomyces dermatitides) e histoplasmosis (Histoplasma capsulatum). Por otra parte, los
hongos oportunistas son aquellos que rara vez causan enfermedades, aunque bajo
ciertas circunstancias pueden causar infecciones micéticas generalizadas (Aspergillus

spp., Candida spp., Fusarium spp.) (Le6n, 2003).

La importancia de estudiar los hongos oportunistas, como los géneros
Aspergillus y Fusarium, o también conocidos como hongos filamentosos hialinos, radica
esencialmente en la capacidad que presentan para desarrollar infecciones micéticas en

poblaciones inmunocomprometidas.
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Género Aspergillus spp

Se caracteriza por tener micelio vegetativo con hifas septadas, ramificadas, incoloras,
estructura conidial desarrollada como pedicelos y cabezuelas de origen de células hifales
especializadas (células del pie), de paredes gruesas, las cuales producen conidioféros
como ramas aproximadamente perpendiculares al eje longitudinal de la células del pie
(Arias y Pifieros, 2008).

La clasificacion se basa en las caracteristicas morfoldgicas del hongo, ya sea
por su estructura reproductora, color de sus colonias, tamafio y forma de las cabezas
conidiales, morfologia de los conidi6foros, fialides, métulas, y en presencia de células de
Hulle y de esclerocios (Figura 2) (Alcala y col., 2008). Son microorganismos aerobios de
crecimiento rapido; la colonia inicialmente es plana, blanca que crece haciéndose
algodonosa y a medida que envejece y aparece la esporulacion; el centro de la colonia se

torna de color distinto segln la especie (Arias y Pifieros, 2008).

Conidios

Fidlides

Columnar Radial

Conididsfora ;

X

Células de Hulle

\ |
f_ﬁﬁfula «pies :1.—:’— :[

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de las principales especies del género Aspergillus

Spp. Fuente: Alcald y col., 2008.
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Patogénesis

Aspergillus es un ejemplo de lo que se denomina "patdgeno oportunista”, es decir, que
suele afectar a pacientes con mecanismos de defensa comprometidos. Entre los factores
de patogenicidad de este hongo se encuentra el pequefio tamafio de sus conidias, que
permite que sean aspiradas y que pueda causar infeccion en el pulmén y en los senos
paranasales, su capacidad de crecer a 37°C y de adherirse a superficies epiteliales y
posiblemente endoteliales, lo que le hace idoneo para afectar al humano (Alcala y col.,
2008).

Aspergilosis

Es una infeccion causada por Aspergillus, un tipo de hongo que vive intramuros y al aire
libre. La mayoria de la gente respira esporas de Aspergillus todos los dias sin enfermarse.
Sin embargo, las personas con sistemas inmunes debilitados o enfermedades pulmonares
estan en un riesgo mayor de desarrollar problemas de salud debido a la exposicién a
Aspergillus (CDC, 2014).

Aspergilosis cutanea. Aspergillus entra en el cuerpo a través de una abertura en
la piel (por ejemplo, después de una cirugia o una herida por quemadura) y causa la
infeccion, por lo general en personas que tienen sistemas inmunitarios debilitados (CDC,
2014).

Aspergilosis invasiva. Es una infeccion grave que afecta a personas que tienen
sistemas inmunitarios debilitados, como las personas que han tenido un trasplante de
6rganos o trasplante de células madre, afectando mas comunmente a los pulmones. La
aspergilosis cutanea también puede ocurrir si la aspergilosis invasiva se propaga a la piel
de otra parte del cuerpo (CDC, 2014).
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Fusarium verticilloides

Es un hongo cosmopolita que crece produciendo un micelio aéreo algodonoso, de color
blanco a melocotén o rosa salmén que se tiie de color azulado o puarpura, que
gradualmente se difunde en el medio. El micelio estd formado por hifas septadas y los

conidioforos presentan racimos de macroconidios (Figura 3) (Monzoén y Rodriguez, 2008).

Las microconidias son ovoides o en forma de maza con base truncada y su
tamafio es de 7-10 x 2.5-3.2 ym, pudiendo tener uno o dos tabiques. La presencia de
abundantes microconidias condiciona el aspecto polvoriento de la colonia. Los
conidiéforos nacen lateralmente de la hifa y son escasamente ramificados. Las células
conidiégenas son monofialides, habitualmente delgadas y largas (Monzén y Rodriguez,
2008).

Las macroconidias no se forman en todas las cepas. Cuando existen son
ligeramente fusiformes, casi rectas, con superficies dorsal y ventral casi paralelas, de
pared fina y delicada. Muestran dos células: una apical, que es curva, y otra basal, en
forma de pie, pueden tener entre tres y siete tabiques y su tamafio es de 31-58 x 2.7-3-6
pm. Este tipo de conidias se producen con estructuras que aparentan racimos
denominados esporodoquios. La especie no produce clamidoconidias, aunque con
frecuencia las células contenidas en una hifa engrosada son confundidas como tales
(Monzén y Rodriguez, 2008).

MICROCOMNDIAS
07 )

MOROF 1ALIDES | MACROCONDIAS
1

Figura 3. Caracteristicas morfolégicas del género Fusarium verticilloides.
Fuente: Monzén y Rodriguez., 2008.
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Patogénesis

Las dos vias de adquisicion de la infeccibn mas probables son la respiratoria y la cutanea.
Las conidias se inhalan y, en el paciente predispuesto, causan una infeccién pulmonar.
Por via cutanea, el paciente puede estar colonizado, tener onicomicosis, celulitis en

relacion con quemaduras, infeccion del catéter, etc. (Monzén y Rodriguez, 2008).

La puerta de entrada de las infecciones localizadas son las pequefias lesiones
producidas por traumatismos, mientras que las infecciones sistémicas se pueden producir
por la diseminacion del microorganismo desde la puerta de entrada. En la mayoria de las
ocasiones, esta diseminacién esta condicionada por el estado inmunolégico del huésped

(Monzén y Rodriguez, 2008).

Enfermedades por Fusarium

En ocasiones el género Fusarium causa infecciones en el paciente normal (queratitis,
onicomicosis, etc.). Sin embargo, cada vez se describen mas infecciones graves en los
pacientes inmunodeprimidos, de ahi que su importancia haya crecido exponencialmente.
Las infecciones por este género se incluyen dentro de las hialohifomicosis subcutanea, las
causadas por hongos oportunistas que presentan hifas hialinas septadas (Monzon y
Rodriguez., 2008), entre otros, como queratitis, endoftalmitis, infecciones cutaneas y en
ocasiones infecciones diseminadas. Estas infecciones ocurren especialmente en
pacientes con alteraciones de la respuesta inmune, diabéticos, quemados, con heridas
abiertas y contaminadas con tierra, con trastornos inmunoldgicos o bien con tratamiento

con inmunosupresores (Luque, 2012).

Las infecciones fungicas pueden afectar a diferentes partes del ojo y una de ellas
es la queratitis, una infeccion de la capa clara, parte anterior del ojo (la cérnea). Por otra
parte, se encuentra la endoftalmitis, una infeccion de la parte interior del ojo (el humor
vitreo y/o el humor acuoso). Hay dos tipos de endoftalmitis: exdégenos y enddgenos. La
endoftalmitis fungica exdégena se produce cuando las esporas de los hongos entran en el
0jo, provenientes de una fuente externa; la endégena se produce cuando una infeccion
del torrente sanguineo (por ejemplo, candidemia) se extiende a uno o ambos ojos (CDC,
2014).
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Onicomicosis. Puede ser subungueal proximal y se caracteriza por manchas
blancas en la base de la ufia. Se asocia pequefios traumatismos en personas que
trabajan con plantas, tierra, etc. En los pacientes inmunodeprimidos puede ser la puerta
de entrada de una infeccion diseminada. (Luque, 2012).

Piel. Se establece por inoculacion directa o por diseminacion sanguinea. Las
lesiones incluyen granulomas, Ulceras, necrosis, queratosis con eritema, nédulos

subcutaneos indurados con zona de necrosis central y micetomas (Luque, 2012).

Métodos de Control de Hongos

El concepto de agente antifungico o antimic6tico engloba cualquier sustancia capaz de
producir una alteracion tal de las estructuras de una célula fangica que consiga inhibir su
desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, bien directa o
indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped.
Los antimicéticos incluyen una amplia variedad de sustancias con diferentes estructuras
guimicas y mecanismos de accion, y su clasificacion se realiza segun criterios
convencionales de acuerdo a su estructura quimica (Tabla 1) y sitio de accion (Tabla 2)
(Gregori, 2005).
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Tabla 1. Clasificacion de los antifiungicos segun su estructura quimica.

POLIENOS Nistatina, natamicina, anfotericina B

AZOLES Imidazol: miconazol, clotrimazol, ketoconazol.
Triazoles: fluconazol, itraconazol, (ketoconazol).
Triazoles de segunda generacion: voriconazol, ravuconazol,

posaconazol.

ALILAMINAS Terbinafina, naftifina.

LIPOPEPTIDOS | Papulacandinas.
Triterpenos glicosilados.

Equinocandinas: caspofungina, anidulofungina, micafungina.

PIRIMIDINAS Flucitosina.

OTROS loduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvin.

Fuente: Gregori, 2005.

Tabla 2. Clasificacion de antifingicos segun el sitio de accion.

Membrana Pared celular Nucleo

citoplasmética

Polienos Lipopéptidos Pirimidinas fluoradas
Azoles Quitosano Miscelaneos
Alilaminas Quitosano

Tiocarbamatos

Quitosano

Fuente: Gregori, 2005.
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La anfotericina B es un antibiético poliénico y actla frente a la membrana citoplasmatica
del hongo, es decir, se une a las membranas celulares provocando la aparicion de un
poro; para ello, la molécula de anfotericina constituye un canal transmembrana por el que

el hongo pierde iones intracelulares y muere (Biasoli, 2014).

En cuanto a las equinocandinas, estas inhiben irreversiblemente la enzima 3-1,3-D
glucano sintasa, impidiendo la sintesis de glucanos; la pared celular se vuelve débil e
incapaz de soportar el estrés osmaético, por lo que muere (Biasoli, 2014).

El quitosano tiene la habilidad para distorsionar la membrana plasmatica del hongo, es
decir, reducir el desarrollo celular de las hifas y ramificaciones, gracias a su propiedad
fungistética. Estos cambios pueden alterar el balance existente entre la biosintesis y la
degradacion de componentes de la pared celular (Rodriguez y col., 2009). Con respecto a
la penetracion del quitosano al interior de la célula fangica, se ha reportado que es capaz
de interaccionar con el ndcleo del hongo e inhibir la sintesis de ARNm y proteinas (Goy y
col., 2009). Este mecanismo generalmente se ha asociado a quitooligdmeros o a
quitosanos de muy bajo peso molecular, por lo que este biopolimero constituye una

alternativa prometedora para el control de hongos.

Quitosano: Generalidades

Fuente

La quitina (Figura 4) es el componente mas importante del exoesqueleto de invertebrados
y también de formas inferiores como hongos y mohos. Es el segundo polisacarido mas
abundante en la naturaleza después de la celulosa y su férmula quimica es similar,
excepto por el grupo funcional ubicado en el carbono 2. Mientras la celulosa posee un

grupo hidroxilo, la quitina posee un grupo acetamida (-NHCOCHS3;) (Gonzalez y col., 2005).

24



OH

Quitina %

Figura 4. Estructura quimica de la quitina.

Fuente: Hernandez y col, 2005.

Estructura Quimica

El quitosano (Figura 5) es su principal derivado desacetilado y esta formado por unidades
de glucosamina (2-amino-2-desoxi-D-glucasa) enlazadas por uniones f (1-4). Es un
polisacarido lineal de cadena larga poco frecuente en la naturaleza y se obtiene
comercialmente por desacetilacién termoalcalina a alta temperatura de la quitina. El
proceso para su extraccion involucra la eliminacion parcial de los grupos acetilos de las
cadenas poliméricas, en cuyo lugar queda un grupo amino (-NH) caracteristico del

quitosano (Gimeno, 2011).

Propiedades Fisicoquimicas

El quitosano se comporta como un polielectrolito lineal a pH acido, posee una alta
densidad de cargas, tiene la capacidad de quelar iones metdlicos (fierro, cobre, plata,
metales pesados, etc.) y de adherirse facilmente a superficies cargadas negativamente.
Este compuesto natural es biodegradable y no toxico, sus cargas positivas le confieren

propiedades bioldgicas y fisioldgicas Unicas (Hernandez y col., 2005).
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CH,OH g

Quitosano

Figura 5. Estructura quimica del quitosano.

Fuente: Hernandez y col., 2005.

Este polisacarido/polimero se ha estudiado en el campo de los biomateriales
debido a su biodegradabilidad, bioactividad y biocompatibilidad, por lo que actualmente es
ampliamente utilizado en la industria alimentaria, farmacéutica y en biotecnologia, por ser
un excelente formador de peliculas y por ser utilizado para elaborar microcapsulas,

microesferas e hidrogeles a partir de sus soluciones (Rojas y col., 2011).

Las principales propiedades fisicoquimicas del quitosano que determinan sus
propiedades funcionales son su grado de desacetilacién y su peso molecular promedio,
aungue la cristalinidad, el contenido de agua, cenizas y proteinas también son
caracteristicas fisicoquimicas a considerar para la aplicacién de un quitosano especifico
(Expébsito, 2009).

Peso molecular. El peso molecular puede afectar al quitosano como espesante,
regulador de la viscosidad, antifiingico, agente ligante de color, grasa y agua, entre otras
aplicaciones. Puede ser determinado por varios métodos, tales como espectrometria por
dispersion de luz, cromatografia de permeacion en gel y viscosimetria (Morey y Quinde,
2012).

Grado de desacetilaciéon y solubilidad. Los quitosanos tipicos tienen
comunmente un grado de desacetilacion entre el 75 a 85% y este se ve afectado por
factores en su procesamiento, tales como la concentracion del alcali, tamafio de particula,
relacion soluto/solvente, temperatura y densidad de la quitina empleada (Morey y Quinde,

2012). El porcentaje de grupos amino que quedan libres en la molécula de quitosano es lo
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que se denomina grado de desacetilacion y estd estrechamente vinculado con su
solubilidad.

Como consecuencia de la hidrdlisis del grupo N-acetilo, aumenta la capacidad
hidrofilica del quitosano y pasa a ser soluble en soluciones acidas diluidas (acético,
férmico, clorhidrico, entre otros) ya que el pKa del gupo amino del quitosano es de 6.5. La
protonacion de los grupos amino en medio acido le confiere al biopolimero un caracter
altamente reactivo (Expdsito, 2009). Cuando este se solubiliza en acido diluido funciona
como un polimero catiénico de estructura lineal, con una alta densidad de carga positiva
(Morey & Quinde, 2012).

La solubilidad del quitosano es dependiente del pH y se atribuye a sus grupos
amino (-NHy). Estos llegan a ser protonados hasta disoluciones a pH 6 o por debajo de
esta concentracién, para formar grupos amino catidnicos, incrementando la repulsion
eléctrica intermolecular y resultando en un polisacarido soluble policatiénico, con un gran
namero de grupos cargados en base al peso. Por otra parte, el quitosano tiende a perder
esta carga a un pH mas alto, y por lo tanto puede precipitar de la soluciéon debido a la

desprotonacion de los grupos amino (Morey y Quinde, 2012).

Viscosidad. Las soluciones de quitosano muestran propiedades pseudoplasticas y
viscoelasticas. La viscosidad es afectada por el grado de desacetilacién, peso molecular y
concentracion, el tipo y la concentracion del solvente, el pH prevaleciente de la solucién y

la fuerza idnica, asi como la temperatura (Morey y Quinde, 2012).

Propiedades Biol6gicas

El quitosano es un polimero natural no toxico para el humano, que presenta en su
estructura grupos funcionales hidroxilo (-OH), amino (-NHz) y N-acetilamino (-NHCOCHs3),
los que tienen la propiedad de formar puentes de hidrégeno intermoleculares que
proporcionan una gran estabilidad al polimero. Entre sus propiedades funcionales se
enlistan la biodegradabilidad, biocompatibilidad, mucoadhesién, capacidad filmogénica,
hemostéatico, promotor de absorciéon, actividad antifingica y antibacteriana,
anticolesterolémica y antioxidante, propiedades que tornan a este polimero natural

superior a los sintéticos actuales (Expésito, 2009).
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Con respecto a su actividad antifingica, este puede actuar sobre ciertas especies
de hongos y levaduras con excepcion de los Zigomycetes, que lo poseen como
componente mayoritario de sus paredes celulares. Esta accion esta condicionada por las
caracteristicas propias del biopolimero y por las condiciones del medio en el que actla,
dentro de las primeras sobresale el grado de acetilacion, la actividad fungicida y el peso
molecular (Gonzalez y col., 2005).

Actividad antifungica. El quitosano inhibe el desarrollo de numerosas especies
de hongos, siendo menos efectivo con aquellas que lo poseen en sus paredes celulares.
Los hongos que lo poseen como componente de sus paredes celulares deberian ser
menos sensibles a la aplicacion de dosis razonables de éste por dos razones: (a) la
presencia natural de quitosano en las paredes celulares no genera efectos adversos para
el microorganismo y (b) las interacciones electrostaticas del quitosano afiadido (exégeno),
cargado positivamente, deberian verse menos favorecidas con paredes celulares que
poseen quitosano enddgeno que cuando éstas poseen material con cargas negativas
(Ayala y col., 2014).

El quitosano logra su efecto antifiingico por vias diferentes en las que parece
desempenfar un papel importante, en base al grado de polimerizacién de la cadena de
glucosamina, dependiendo del tipo y concentracion del quitosano, el nivel de
desacetilacion e inclusive el tiempo de exposicion del polimero en la célula fangica
(Rodriguez y col., 2009).

Ademas, el quitosano tiene propiedades antifingicas asociadas a su habilidad
para afectar la integridad o distorsionar la membrana citoplasmética del hongo,
promoviendo cambios en la permeabilidad de esta, provocando un desequilibrio osmético
interno y, por lo tanto, ocasionando la inhibicién del crecimiento del microorganismo. Asi
mismo, la intervencion del quitosano frente a la pared celular ocurre mediante hidrélisis de
peptidoglucanos de la pared del microorganismo, dando lugar a la fuga intracelular de
electrolitos tales como iones de potasio y otros componentes proteicos de bajo peso

molecular, tales como proteinas, &cidos nucleicos, glucosa, entre otros. (Goy y col., 2009).
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En conjunto, se ha reportado que las moléculas de quitosano se pueden adherir
a las superficies celulares del microorganismo e interactuar con la membrana celular,
dando lugar a estructuras similares a “vacuolas”. Posteriormente, se puede generar el
desprendimiento de iones y agua como flujo de salida, provocando una disminucién de la
presion interna. Por otro lado, en el nucleo, la union del quitosano con el ADN microbiano
conduce a la inhibicién de la sintesis de ARNm y de proteinas. En este mecanismo, las
moléculas de quitosano, de muy bajo peso molecular, pueden ser capaces de pasar a
través de la pared celular y llegar a la membrana plasmética (Goy y col., 2009).

La actividad antifingica del quitosano se ha comprobado en diferentes especies
de hongos, afectando fundamentalmente el crecimiento micelial, la esporulacion, la

germinacion y la morfologia de las hifas y esporas (Hernandez y col., 2005).

En la actualidad, el quitosano se ha utilizado como un sistema de liberacion
controlada de sustancias bioactivas, combinando dicho polimero con otros materiales
para mejorar sus propiedades hidrofilicas. Lo anterior ha permitido aprovechar su
actividad inmunoestimuladora, propiedades anticoagulates, accion antibacteriana vy
antifingica, ademas de su acciébn como promotor de la cicatrizacién de heridas (Expésito,
2009).

Materiales Elaborados con Quitosano

Debido a las peculiares propiedades fisicoquimicas del quitosano, que a su vez influyen
en sus caracteristicas funcionales y biol6égicas como su accion antifingica, existen

diversos materiales utilizados como medio de soporte para la aplicacion del quitosano.

Envases

Los envases antimicrobianos constituyen una forma de empaques activos a los que se les
afilade una sustancia activa que permite mejorar la funcionalidad de estos. Al respecto, se
han desarrollado diversas peliculas biodegradables, comestibles y no comestibles, a partir

de soluciones de quitosano, las cuales han sido efectivas para reducir el crecimiento de
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un amplio rango de hongos y bacterias, ademdas de inducir mecanismos de defensa en

células vegetales (Hernandez y col., 2011).

Las peliculas comestibles elaboradas a base de quitosano tienen como objeto
principal proteger productos alimenticios perecederos, prolongando la vida de anaquel y
su calidad mediante el retardo de la deshidratacion, disminucion de la respiracion,
mejoramiento de la textura, retencién de compuestos volatiles y reduccion del desarrollo

bacteriano (Gonzalez y col., 2005).

Materiales Superabsorbentes

La industria alimentaria utiliza polimeros superabsorbentes en productos frescos
perecederos como carnes y pescados debido problemas de transporte y empaquetado.
Los cambios de temperatura en el envase pueden conducir a una condensacion del agua
sobre los productos, que repercute directamente en la calidad y en la caducidad de los
mismos. Estos problemas se han remediado mediante el uso de bandejas de envasado
gue incluyen polimeros en su composicion, las cuales son capaces de absorber hasta 40
veces su propio peso, incluso bajo presion, y retener el liguido permanentemente. Esto
permite mantener la calidad de los productos durante un mayor periodo de tiempo
(Gonzélez y col., 2005).

Hidrogeles. Utilizando como medio de soporte al quitosano, la funcién de los
hidrogeles radica en la capacidad de hinchamiento que este material puede presentar en
diferentes medios, a través de la polimerizacion de mondmeros vinilicos tales como el
acido acrilico, la acrilamida o la vinilpirrolidona (Bocourt y col., 2009). Las principales

caracteristicas de los hidrogeles son:

- Alta capacidad de absorcion, son biodegradable, no téxicos y su produccién se
realiza a bajo costo.
- Tienen buenas propiedades mecénicas y permiten la mejor interacciéon de los

elementos integrados en la matriz del material.

No se ha encontrado una definicion precisa del término hidrogel, sin embargo, la

descripcidbn mas usual es que son materiales poliméricos entrecruzados ya sea de origen
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natural o sintético, con una gran capacidad de absorcién de agua. Pueden retener una
fraccion significativa de la misma sin disolverse; al entrar en contacto con el agua se

hinchan formando materiales blandos y elasticos (Bocourt y col., 2009).

El contenido de agua en la matriz polimérica juega un papel muy importante para
las propiedades de permeabilidad, biocompatibilidad y difusion, ya que a menudo son
sensibles y varian de acuerdo a las condiciones del medio ambiente. A estos materiales
se les conoce como “materiales inteligentes” ya que al absorber agua pueden ser
sensibles a la temperatura, pH, o fuerza iénica de las soluciones, mejorando sus
propiedades mecanicas (Rojas y col., 2011). Los soélidos poliméricos son especialmente
aptos para formar geles gracias a sus cadenas largas y su flexibilidad, lo que hace posible
que se deformen para permitir la entrada de moléculas de disolvente dentro de su

estructura tridimensional (Saez y col., 2003).

Las cadenas de los polimeros comerciales suelen ser lineales o ramificadas,
aungue una familia importante son las macromoléculas que forman enlaces covalentes
entre si, generando una estructura tridimensional reticulada como los geles entrecruzados
(Rojas y col., 2011). Su caracter hidréfilo se debe a la presencia de grupos funcionales
solubles en agua o cadenas poliméricas con grupos de &cidos carboxilicos, aminas,

hidroxilos, amidas, acidos sulfénicos, carboxamidas, e imidas (Ferfera y col., 2013).

En lo que respecta al hinchamiento, existe una diferencia fundamental entre los
diferentes polimeros. Una estructura entrecruzada es insoluble, mientras que la no
entrecruzada puede disolverse. La apariencia externa que tiene un gel depende de su
proporcion liquido/sélido. En caso de los polimeros entrecruzados, los geles mantienen su
aspecto de solidos elasticos. En el caso de polimeros no entrecruzados, a medida que
aumenta la proporcion de liquido se va pasando desde un aspecto de sélido elastico al de

liquido viscoso (Saez y col., 2003).

Los hidrogeles de redes interpenetradas (IPN) técnicamente estan definidos como
la combinacion de dos polimeros y pueden ser sintetizados de dos formas: a) de manera
secuencial, en la que se tiene uno de los constituyentes ya polimerizado en forma de gel
con una red interna tridimensional, el cual se mezcla con un monémero bajo ciertas

condiciones de temperatura, en presencia de un agente entrecruzante y un iniciador; b)
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por el método simultaneo, en el cual la polimerizacidbn ocurre entre un polimero y un
monodmero, que es polimerizado en presencia de un iniciador y un agente entrecruzante

sobre la base de la macromolécula (Rojas y col., 2011).

La investigacion de estos materiales ha llevado a la formacion de hidrogeles
poliméricos con mejores propiedades mecanicas, como son las redes semi—
interpenetradas (semi-IPN). En estos materiales se incorpora un polimero durante la
sintesis, de manera que este queda ocluido dentro de la red polimérica. Un ejemplo son
las redes de acrilamida sintetizadas en presencia de quitosano (Rojas y col., 2011), los

cuales tienen aplicaciones prometedoras en diversas areas.

Mecanismo de penetracion del agua en los hidrogeles. La difusién de

pequefias moléculas depende de las propiedades fisicas de la red del polimero y las
interacciones entre los segmentos del mismo y las moléculas pequefias. Cuando un
polimero entra en contacto con el agua, sufre una transformacion de un estado seco a
uno mas flexible, favoreciendo la movilidad de las cadenas y el hinchamiento del sistema
(Figura 6) (Benitez y col., 2015).

Figura 6. Cambio en la estructura de los hidrogeles en la transicién de fase.

Fuente: Romero, 2011.

Si las cadenas del polimero son muy flexibles, la penetracion del disolvente es
mas féacil; sin embargo, si las cadenas no son suficientemente moviles, la penetracion del

disolvente en el polimero disminuye. Asi pues, el proceso de difusion del agua hacia el
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interior de los hidrogeles se incrementa, debido al incremento de las interacciones entre
los grupos funcionales hidroéfilos que conforman el copolimero con el solvente, y al
disminuir el grado de reticulacién de la red (Benitez y col., 2015). Este equilibrio esta
directamente relacionado con la presencia de monémeros hidrofilicos y con la densidad
de entrecruzamiento de las cadenas (Romero, 2011).

Bésicamente son los materiales que pueden absorber grandes cantidades de
agua o fluidos mas de 15 veces su propio peso en seco, ya sea bajo carga o sin carga,
tales como agua, soluciones de electrolitos, orina sintética, salmueras y fluidos biolégicos
como la sangre. Los polimeros reticulados que exhiben un alto equilibrio de hinchamiento
en agua o soluciones acuosas pueden ser basados exclusivamente en macromoléculas
con un alto caracter hidrdfilo y flexibilidad, que a menudo son una funcién de la naturaleza

de las cadenas polielectrolitico (Saber-Samandari y col., 2011).

El uso de este tipo de materiales para tratamiento antimicético proporciona
ciertas ventajas, tales como la suavidad al aplicarlos en forma de gel o crema, no son
antigénicos ni alergénicos, son estériles, son de facil aplicacién, pueden permitir el
monitoreo de la evolucién de las afecciones a tratar debido a su transparencia, no son
pegajosos, forman una barrera protectora entre el organismo y el medio ambiente, evitan

la salida de fluidos, entre otras (Aguilar, 2007).

Uso de hidrogeles en enfermedades causadas por hongos. Los geles tienen

un buen poder de adherencia a la piel, producen una accioén refrescante y se eliminan sin
dificultad con agua. Estos hidrogeles se han elegido para su uso en diversas
formulaciones en la industria de la biomedicina debido a su biocompatibilidad, a sus
caracteristicas fisicas y propiedades mecanicas, que son similares a las de los tejidos
bioldgicos (Tabla 3) (Reyes y col, 2012). Una aplicacion es para la liberacion controlada
de farmacos debido principalmente a su eficiencia, versatilidad, bajo costo y facilidad de

produccion utilizando equipamientos y técnicas convencionales (Romero, 2011).
En este contexto, se han elaborado apositos antimicrobianos tépicos con uso

potencial para prevenir o tratar infecciones causadas por microorganismos en una amplia

variedad de heridas (WIEH, 2012). La eleccion del material se basa en las siguientes
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caracteristicas:

cantidad de exudado, dolor, colonizacion, region anatémica,

tunelizaciones, piel perilesional y lecho de la lesion (Fornes y col., 2008).

Por definicién, un apdsito es un producto que aisla, cubre y protege de factores

externos perjudiciales al medio y que actia de manera pasiva absorbiendo exudados, o

de manera activa modificando el lecho de la herida e interviniendo en el proceso de

cicatrizacion. Los beneficios que proporciona son tanto la reduccion de los tiempos de

curacion, reduccion de tiempos de enfermeria, disminucion del dolor por seguir los

principios de la cura en un ambiente humedo y menor manipulacién de la herida y por

tanto, también una mejor calidad de vida del paciente (Fornes y col., 2008).

Tabla 3. Aplicacion de materiales adsorbentes contra enfermedades fungicas.

Material

Funcioén

Hidrocoloides

Estan constituidos por una capa de material formador de gel adherida
a una pelicula semipermeable 0 a una espuma de apoyo. La capa de
gel consta de una matriz adhesiva que contiene una combinacion de
materiales absorbentes como carboximetilcelulosa sddica, pectina y
gelatina. El apdsito resultante es absorbente y autoadhesivo, incluso
en condiciones de humedad (Fletcher y col., 2011).

Alginatos

Es un aposito polimérico derivado de las algas marinas. La base es
una fibra de alginato calcico y al absorber sodio del exudado liberan
las sales de calcio, formandose un gel que recubre la herida. Tienen
gran capacidad de absorcion, hasta 30-40 veces su peso. Se utiliza en
heridas de alta y muy alta exudacion, infectadas o que precisan
desbridamiento autolitico, muy Utiles en heridas cavitadas o
fistulizadas. Es hemostatico, los iones de Ca*? inducen la formacién de
protrombina (Fornes y col., 2008).

Hidrogeles

Se presentan en forma de gel, malla o placa, compuestos por agentes
humectantes que son polimeros hidréfilos. Se componen entre 60-95%
de agua, polisacaridos, pectina, almidén, hidrocoloides, cloruro sodico,
e incluso alginatos. Son desbridantes autoliticos, alivian el dolor,
favorecen el tejido de granulacion y la fase de epitelizacién. Es
compatible con lesiones infectadas, tejido necrético y tejido de
granulacion. Necesitan para su acoplamiento un apésito secundario y
cambio diario de este (Fornes y col., 2008).

Purilon-Gel

Es un hidrogel liquido, estéril, compuesto de carboximetilcelulosa
sédica (hidrocoloide), alginato calcico y agua, envasado en un
aplicador anatémico que permite su correcta dosificacion en el mismo
lecho de la ulcera, utilizando una sola mano. Aporta una elevada
capacidad de hidratacién, superior a la de otros competidores,
estimulando el desbridamiento autolitico en heridas con tejido
necrético seco u otras fases del proceso de reparacion tisular
(Coloplast, 2015).
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El empleo de hidrogeles elaborados con polimeros naturales como el quitosano
constituye una estrategia para la reduccién de la acrilamida. Lo anterior debido a la
abundancia de los grupos amino en la estructura del biopolimero, lo que permitiria impedir
la formacion de acrilamida ya que el grupo amino competiria en la unién con algun grupo
carbonilo presente. Esto impactaria de manera positiva en el disefio de una variedad de
productos con propiedades antibacterianas, antimicéticas, antivirales, antiacidas y
antiulcerosas, siendo considerado un producto inocuo y no alergénico, biocompatible y
biodegradable (Gimeno, 2011).

Geles de Poliacrilamida

Mediante la polimerizacion de la poliacrilamida es posible obtener hidrogeles con una
mayor capacidad de adsorcién, con estructuras predecibles (aleatorio, alternado o en
blogue) en funcién de la concentracion y del tipo de monémero (Rojas de Gascue y col.,
2010). Los geles de poliacrilamida son quimicamente inertes, transparentes y estables en
un amplio rango de pHs, temperatura y fuerza ionica; de esta manera la poliacrilamida se
considera un polimero atéxico, no carcinégeno, no alergénico, no mutagénico y resistente

a degradacién tanto enzimatica como microbiolégica (Souza y col., 2014).

Polimerizacion de la Poliacrilamida

La poliacrilamida se forma por copolimerizacion de dos compuestos, la acrilamida y la bis-
acrilamida (N, N’-metilén-bis-acrilamida) como agente entrecruzante, en una reaccion
iniciada por la N,N,N,N'-tetrametilnediamina (TEMED) y en presencia de un catalizador de
ion persulfato en forma de persulfato de amonio. El radical persulfato activa al TEMED, el
cual a su vez activa al monémero de acrilamida para que polimerice. Las cadenas de
poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la bisacrilamida, formandose asi una red de
porosidad bastante uniforme, que puede ser regulada variando las condiciones de la

reaccion y las concentraciones de los monémero (Figura 7) (Pérez-Chabela y col., 2015).
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Figura 7. Representacion esquematica de la polimerizacion de poliacrilamida.
Fuente: Garcia, 2000.

La reaccion de polimerizacién es exotérmica y se lleva a cabo con contraccion de
volumen. Este efecto es mas marcado cuanto mayor es la concentracion de acrilamida.
Las concentraciones Optimas de persulfato amoénico y TEMED dependen de la
concentracion de acrilamida. Una concentracion demasiado baja puede traducirse en que
parte del monémero no polimerice, mientras que un exceso de catalizador origina un

numero elevado de cadenas de acrilamida anormalmente cortas (Souzay col., 2014).

La polimerizacion depende de la temperatura y se recomienda utilizar una
temperatura por arriba de los 20°C para prevenir una polimerizacion incompleta. Se debe
realizar en una atmosfera inerte ya que el oxigeno puede actuar como un neutralizador de
radicales libres. Las soluciones de acrilamida se desgasifican, pues el oxigeno es un
inhibidor de la polimerizacion. Ademas, durante el proceso se libera calor, que puede
provocar la formacién de burbujas en el seno del gel. La polimerizaciéon se inicia por la
formacion de radicales libres en el medio, que se logra mediante la adicién al medio de los

generalmente llamados catalizadores (Souza y col., 2014).

La velocidad se determina por la concentracion de persulfato de amonio y
TEMED, mientras que la porosidad del gel se determina por las proporciones relativas de

poliacrilamida y bis-acrilamida; el poro es menor cuando la concentracion de bisacrilamida
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es mayor en relacion a la concentracion de acrilamida. El porcentaje total de
acrilamida/bis-acrilamida determina el rango de separacion del gel. Habitualmente, los
geles se denominan en funcion del % de acrilamida/bisacrilamida que contienen (Pérez-
Chabela y col., 2015).

Formacion de Hidrogel de Poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién vinilica del mondémero
acrilamida CH2=CH-CO-NHz y del mondémero entrecruzador N,N'-metilen-bis-acrilamida
CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH=CH2 (Figura 8). La polimerizacion se inicia con la
formacion de radicales libres del monémero, que se producen por radicales libres de
oxigeno por causa de la accién de iones persulfato. Las aminas terciarias como el TEMED
se emplean como catalizadores de esta reaccion, porque causan la formacién de

radicales libres del persulfato (Figura 8) (Souzay col., 2014).

Figura 8. Representacion esquematica del hidrogel de poliacrilamida.
Fuente: Souza y col, 2014.
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Enlaces de quitosano Enlaces de Enlaces de
guitosano/poliacrilamida poliacrilamida

Figura 9. llustracion esquemaética de la sintesis de semi-IPN superabsorbente.

Fuente: Saber-Samandari y col., 2011.
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En relacién al porcentaje de hinchamiento, este aumenta de manera proporcional a
la cantidad de acrilamida afadida, alcanzando un valor maximo de capacidad de
hinchamiento. Esto se debe a una mayor disponibilidad de monémeros disponibles en la
zona del quitosano y por consiguiente a un mayor numero de colisiones moleculares
(Saber-Samandari y col., 2011).

Por otra parte, existen moléculas que al adicionarse al complejo
quitosano/poliacrilamida incrementan su capacidad de adsorcion. Tal es el caso de la
zeolita, la cual incrementa el tamafio de poro y la resistencia mecanica de la red
polimérica, ampliando la aplicabilidad de este material como relleno de columnas de
adsorcion de lecho fijo (Gallardo y col., 2014).

Uso de Zeolita en la Elaboracién de Materiales Superabsorbentes

La zeolita es un alimino-silicato que presenta una estructura tridimensional con una
elevada area especifica que lo torna 6ptimo como material adsorbente. Algunas de las
caracteristicas generales son: diametro de poro de 2 a 12 A, diametro de cavidades de 6
a 12 A, varios cientos de m?g de superficie interna, 0 a 650 meq/100 g de capacidad para
intercambio catidnico, <0.35 cm?/g de capacidad de adsorcion y estabilidad térmica desde
200° hasta mas de 1,000°C (Costrafreda, 2014).

Una caracteristica comun de las zeolitas es que al ser calentadas a vacio o en
corriente de gas (H, He, aire) pierden el agua de hidratacion que alojan en sus cavidades,
sin que modificar su estructura. En este estado de deshidratacion, y dada la gran
superficie interna creada (300-800 m?/g), presentan una gran capacidad para la adsorcion

selectiva de cualquier molécula que pueda penetrar en sus cavidades. (Gémez, 2001).

Es probablemente uno de los materiales de mayor uso como catalizador industrial,
ya sea en la refinacion de petréleo, petroquimica y sintesis organica para la produccion de
quimica fina. Esta versatilidad se debe a sus extraordinarias propiedades de selectividad,
acidez y capacidad de adsorcién. Sin embargo, debido al tamafio de sus canales, las
zeolitas presentan problemas de difusion de especies, pudiendo “transformar” solamente
aquellas moléculas con tamarios en el rango de 5 a 15 A. Esto hace que presenten una
limitacion importante para aplicaciones que implican el uso de moléculas de mayor

tamafio (Hidrobo y col., 2010).
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Las aplicaciones comerciales de la zeolita se encuentran en funciébn de sus
propiedades fisicoquimicas, como son su capacidad de intercambio iénico, la adsorcién y
la deshidratacion-hidratacion como procesos fisicos. Todas estas propiedades se asocian

a su estructura, armazon molecular y a su composicion cationica (Gallardo y col., 2014).

En condiciones ambientales, la cavidad central, asi como sus canales, se
encuentran repletos por moléculas de agua en forma de esferas que rodean a los cationes
intercambiables. Si el agua es desplazada a temperatura adecuada (segun el tipo de
zeolita), estos seran capaces de adsorber moléculas cuyo diametro sea inferior al de la
cavidad central, es decir, que adsorben algunas moléculas, mientras que a otras no las

deja pasar (Gallardo y col., 2014).

Con base a lo anterior, en la actualidad se busca que los polimeros naturales
reemplacen en las aplicaciones biomédicas a los materiales sintéticos empleados
comunmente debido a las caracteristicas que estos biomateriales presentan, tales como
su biodegradabilidad, biocompatibilidad y funcionalidad. Por lo anterior, la elaboracién de
un hidrocoloide superabsorbente elaborado con polimeros naturales como el quitosano
constituye una alternativa potencial para la obtencién de materiales con propiedades
antifingicas, capaces de controlar el crecimiento de especies de hongos de importancia,

tales como Aspergillus y Fusarium.

Ademas, los hidrogeles superabsorbentes formulados con quitosano pueden ser
utilizados en la elaboracién de apésitos para diversas aplicaciones, como por ejemplo
pafales, materiales antimicrobianos, entre otros, diseflados para su uso en pacientes
inmunodeprimidos, lo cual los hace susceptibles a infecciones ocasionadas por bacterias
y hongos de importancia clinica. Los polimeros naturales presentan bajas propiedades
mecanicas, lo cual hace que su utilizacién directa sea mas complicada para obtener este
tipo de materiales; por tal motivo, la polimerizacion y entrecruzamiento quimico del
quitosano junto con polimeros superabsorbentes es una opcion que permite el

mejoramiento de las propiedades mecanicas, aumentado asi su rango de aplicabilidad.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de tipo experimental, para demostrar las propiedades antifiingicas
de un material adsorbente compuesto con quitosano, poliacrilamida y zeolita. Se

realizaron las siguientes técnicas:

Reactivacion de Cepas

Se utilizaron cepas de los hongos filamentosos Aspergillus niger (ATCC 16888), Fusarium
verticilloides (ATCC 24378) y Aspergillus parasiticus (ATCC 16992). Se propagaron en
placas con medio agar papa dextrosa (PDA, Bioxon). De cada cepa se realizd un cultivo
monosparico, proveniente de una sola célula o espora, con la finalidad de asegurar la

pureza del cultivo.

Cultivos Monosporicos

Primeramente, se prepard un inéculo a partir de las placas de los hongos desarrollados en
el punto anterior (reactivacion). Se tomo la placa con las colonias méas aisladas
desarrolladas en el medio de cultivo, se adicion6 un volumen de solucion estéril de Tween
80 al 0.05% (v/v), un surfactante hidrofilico, a fin de favorecer la dispersion de las esporas

o propagulos fungicos.

Las esporas fueron resuspendidas mediante agitacion magnética utilizando un
iman estéril y el inéculo preparado se utiliz6 para preparar diluciones seriadas con
diferente concentracion de esporas (10?1, 102, 103, 10* y 10°). Cada diluciéon fue
depositada sobre una placa con medio agar PDA e incubada a 28°C durante 3 dias. Una
vez desarrolladas las colonias, se inspeccionaron las placas visualmente y con ayuda de
una espatula estéril se tomaron una por una las colonias mas aisladas desarrolladas en
los medios con las Ultimas diluciones (10* y 10%). En estas diluciones se observd una

mayor dispersion de las colonias, sin contaminacion evidente.

Las colonias se cortaron completamente desde el agar y se depositaron en placas
con medio PDA estéril, incubando nuevamente a 28°C, a fin de obtener los cultivos

monosporicos puros.
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Preparacion del Inéculo y Conteo de Esporas

Se prepararon matraces de 125 mL con 30 mL de agar PDA, se esterilizaron y se dejaron
reposar a temperatura ambiente hasta la solidificacion del medio. Se inocularon con los
cultivos monosporicos de cada uno los tres hongos anteriormente mencionados y
posteriormente se llevaron a incubar de 4 a 5 dias a 28°C. Una vez desarrolladas las
esporas, fueron resuspendidas agregando medio de cultivo liquido Czapek estéril,

mediante agitacion magnética por 5 min en una placa de calentamiento.

El in6culo se transfiri6 a un tubo falcon estéril de 50 mL y se determind la
concentracion de esporas/mL de la suspension mediante conteo en camara de Neubauer
utilizando un microscopio 6ptico (Olympus CX 311) (Plascencia, 2004). El in6culo se

ajusto a una concentracion de 2x10° esporas/mL.

Preparacion de las Soluciones de Quitosano

Se utiliz6 quitosano comercial de medio peso molecular (Sigma-Aldrich, USA). Antes de
su uso, las hojuelas del polimero se pusieron a secar en estufa a 60°C durante 24 horas,
se guardaron en frasco de vidrio y se almacenaron en desecador a temperatura ambiente

hasta su uso.

A patrtir de las hojuelas secas se prepararon las soluciones de quitosano. Para ello,
en vasos de precipitados de 50 mL se adicionaron diferentes cantidades de quitosano en
polvo (por separado) (Tabla 4), 30 mL de agua destilada y 1 mL de &cido acético
concentrado. La solucion se mantuvo bajo agitacion magnética en una placa de
calentamiento a 240-280 rpm, durante 24 horas a temperatura ambiente. Después de este

tiempo se reviso la homogeneidad y viscosidad de cada solucién de quitosano.
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Elaboraciéon de Hidrogeles

La elaboracion de los hidrogeles se realiz6 variando las cantidades de acrilamida,

solucién de quitosano y zeolita. Las formulaciones se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 4. Formulaciones utilizadas para

quitosano/poliacrilamida/zeolita.

la elaboracion de

los hidrogeles de

Componentes

Hidrogel 1

Hidrogel 2

Hidrogel 3

Hidrogel 4

Acrilamidal

83.3% (5 g)

87.5% (5.25 Q)

91.7% (5.5 g)

95.8% (5.75 Q)

Bis-acrilamida?

1% (0.05 g)

1% (0.0525 g)

1% (0.055 g)

1% (0.0575 Q)

NNN’N-tetrametil-

etilendiamina

450 pl en 60

mL

450 pl en 60

mL

450 pl en 60

mL

450 pl en 60

mL

Zeolita®

2.4% (0.12 g)

2.3% (0.12 g)

2.2% (0.12 g)

2.1% (0.12 g)

Quitosano*

16.7% (1.0 g)

12.5% (0.75 g)

8.3% (0.5 g)

4.2% (0.25 g)

Persulfato de amonio®

2% (0.12 g)

2% (0.12 g)

2% (0.12 g)

2% (0.12 g)

Las soluciones de acrilamida (AAm) se disolvieron en 30 mL de agua destilada.

2La Bis-AAm se afiadié en % peso con respecto al % peso de la acrilamida.

3La zeolita se afiadié en % peso con respecto al % peso de la acrilamida.

“Las soluciones de quitosano se disolvieron en 30 mL de agua destilada + 1 mL de acido

acético concentrado.

°El persulfato de amonio (APS) se afadi6 en % peso con respecto al peso total del

hidrogel polimérico equivalente a 6 g.

Para la obtencion de los hidrogeles se utiliz6 como monémero la acrilamida (AAm),

como agente entrecruzante

la N,N’-metilenbisacrilamida (NNMBA),

la  NNN'N’-

trimetiletilendiamina como catalizador y persulfato de amonio (APS) como iniciador. La

concentracion de TEMED y persulfato de amonio se mantuvieron constantes.

43




En un vaso de precipitado de 100 mL se afadieron los gramos de acrilamida
requeridos segun el hidrogel a preparar. Al vaso con acrilamida se afiadio la bis-
acrilamida como agente entrecruzante, cuya funcion es la copolimerizacion de la
acrilamida. Enseguida se agregaron 30 mL de agua destilada y la mezcla se coloco en
agitacion magnética en una placa de calentamiento hasta disolver por completo la
acrilamida. Después se afadieron 450 ul de NNN’N’-trimetiletilendiamina, cuya funcién es
actuar como catalizador de la reaccién para que la formacion del polimero sea mas
rapido. La mezcla se dejé en agitacion hasta la disoluciébn completa, lo cual ocurrio
aproximadamente a los 20-30 minutos. En total se obtuvieron cuatro tipos de hidrogeles
(Tabla 4) y para cada uno se prepar6 la solucion de quitosano correspondiente a la

mezcla a realizar.

Para agregar la zeolita fue necesario primero activarla. Para ello se colocé
aproximadamente 1 g de zeolita, previamente tamizada entre 100 y 300 um y secada en
estufa a 100°C durante 10 minutos. Para obtener una solucién preparada a partir de una
mezcla de acrilamida, bis-acrilamida y NNN’N’-trimetiletilendiamina en 30 mL de agua, se
agregaron 0.12 g de zeolita con respecto al % peso/peso de la AAm, y se disolvieron por
15-20 min hasta que la solucién fue completamente homogénea. A continuacion, se
adiciond la solucion de quitosano (g de quitosano + 30 mL de agua destilada + 1 mL de
acido acético) correspondiente a la formulacién de los cuatro hidrogeles (Tabla 4), hasta

obtener una solucién uniforme.

Por ultimo, se afiadio 0.12 g de persulfato de amonio (APS). A los 5 min de haber
adicionado el APS se sacO el agitador magnético y se agit6 manualmente hasta la
solidificacion completa. En total se obtuvieron 60 mL de solucion para formar el gel

polimérico, equivalente a 6 g en peso del mismo.

Hidrogel de Poliacrilamida (Control) Sin Zeolita

En un vaso de precipitado de 100 mL se afadieron 6 g de acrilamida, 0.06 g de bis-
acrilamida, 60 mL de agua destilada y 450 ul de NNN’N’-tetrametiletiliendiamina. La
mezcla se mantuvo en agitacion magnética en una placa de calentamiento durante 10-15
min hasta la disolucién completa de los componentes y por Ultimo, se afiadio 0.12 g de

persulfato de amonio.
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Hidrogel de Poliacrilamida (Control) Con Zeolita

En un vaso de precipitado de 100 mL se afadieron 6 g de acrilamida, 0.06 g de bis-
acrilamida, 60 mL de agua destilada, 450 pl de NNN’N’-tetrametiletilendiamina y 0.12 g de
zeolita en polvo. La mezcla se mantuvo en agitaciébn magnética en placa de calentamiento
durante 10-15 min hasta disolver por completo los componentes. Al final se agregaron
0.12 g de persulfato de amonio para finalizar la polimerizacion del polimero.

Una vez obtenidos todos los geles, se procedié a lavarlos por separado utilizando
tres lavadas con agua destilada, una cada hora, para eliminar los monémeros excedentes

gue no participaron en la polimerizacion.

Evaluacién de la Actividad Antifungica de los Hidrogeles

Para la evaluacion de la actividad antifingica se realizaron andlisis de morfometria,
germinacion de esporas, viabilidad y conteo de esporas viables, utilizando material estéril
y condiciones asépticas.

Acondicionamiento de los hidrogeles. Antes de su inoculacién, los hidrogeles
se cortaron con un cuchillo estéril en cuadros con medidas de 1 cm? y 0.6-0.8 cm de
grosor. Cada trozo se colocé sobre un portaobjetos estéril, el cual a su vez se coloco
dentro de una cdmara humeda con 5 ml de solucién de glicerol al 5% (v/v) para evitar la
deshidratacién del hidrogel. Los portaobjetos con los hidrogeles se esterilizaron mediante
exposicion directa a luz UV germicida en campana de flujo laminar durante 10 min, para

eliminar la carga microbiana sobre la superficie.

Inoculacién del hidrogel con las cepas de hongos. Para la inoculacion se
depositd un volumen de la suspensién de esporas con concentracién conocida (2x10°
esporas por cada hidrogel) sobre la cara superior del material. El inéculo se disperso
cuidadosamente con un rastrillo microbiolégico estéril por la superficie del hidrogel, el cual
se introdujo de nuevo en la camara humeda. Después de adicionar la solucion de glicerol

estéril, la cAmara himeda se cerré y se incubé a 28°C durante 24 horas.
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Andlisis morfométrico. La morfometria (diametros de esporas e hifas) de las
estructuras fungicas desarrolladas en contacto directo con el hidrogel se determino
mediante la técnica de procesamiento de imagenes, utilizando el programa Image-Pro
Plus versiéon 6.3 (Media Cybernetics, Inc.). Para ello, los portaobjetos con los hidrogeles
(con los hongos adheridos) se retiraron de las camaras humedas al azar y se observaron
directamente en un microscopio optico (Olympus CX311, Japdn) conectado a una camara
(Infinity 1, Japon). De cada tratamiento se contabilizaron minimo 60 esporas a las cuales

se les midi6 el diametro.

Andlisis de germinacién de esporas. Esta técnica consisti6 en determinar el
porcentaje de esporas que germinaron durante el lapso de incubacién. El ensayo se
realiz6 en portaobjetos con los hidrogeles previamente inoculados de acuerdo al
procedimiento antes descrito. Al finalizar el periodo de incubacién se procedié a su
posterior observacién. De cada hidrogel se capturaron imagenes del hongo a las 24 h de
su incubacién, utilizando un microscopio 6ptico Olympus CX311 equipado con camara
Infinity 1 (Media Cybernetics, USA). Una espora se considera germinada cuando la
longitud de su tubo germinal fue igual o mayor que el diametro total de la espora

(Plascencia-Jatomea y col., 2003).

Andlisis de viabilidad por tincion con azul de tripan. Se utilizé un microscopio
invertido (Leica DMi8, USA). Se tomaron imagenes de las cepas desarrolladas,
previamente tefiidas con el colorante azul de tripan, el cual sirve para notar la pared de la
célula y evaluar la viabilidad por exclusién de captacién, ya que no puede penetrar y tefiir
a las células vivas con membranas integras. Se contabilizaron 100 esporas y se

determiné el porcentaje de viabilidad celular.
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Conteo de células viables en placa. Los ensayos se realizaron de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, utilizando hidrogel en humedo vy

pulverizado.

Ensayo 1: hidrogel himedo. Se cortaron los hidrogeles en trozos de 1 cm? de

area, se esterilizaron con luz UV germicida y se colocaron en una microplaca estéril de 12
pozos. Cada trozo de gel se inocul6 con 2x10° esporas de cada especie de hongo,
incubando a 28°C durante 24 horas. La placa se mantuvo en una camara humeda con
glicerol al 5% (v/v) para evitar la deshidratacion del gel durante la incubacion. Una vez
transcurridas las 24 horas, con pinzas estériles se tomo6 el hidrogel con el hongo
desarrollado, se introdujo en un tubo falcon previamente adicionado con 20 mL de agua
peptonada estéril y se homogenizé 25 veces durante 1 min. Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas (10'y 10?) en tubos con tapén rosca de 13x100 adicionados con 9 ml

de agua peptonada estéril.

De cada dilucién se afiadié 1 ml a una placa de agar PDA y se esparcié por toda la
superficie de la placa con ayuda de un rastrillo estéril. Las placas inoculadas se incubaron
a 28°C durante 48 horas y se realizo el conteo de unidades formadoras de colonias o

células viables, de cada hidrogel. El ensayo se realizé por triplicado.

Ensayo 2: hidrogel seco y pulverizado. En este ensayo se selecciond y utilizé el

hidrogel que presenté la mayor actividad contra las especies de hongos utilizadas en el

ensayo anterior.

Primeramente se realiz6 un secado y tamizado del hidrogel. Para ello, el hidrogel
huamedo se tritur6 en pedazos pequefios lo mas uniforme posible, se congelaron durante
24 horas y se liofilizaron durante 48 horas. El hidrogel seco se moli6 y tamizé para
obtener diferentes fracciones con tamafos de 25 (0.710 mm), 40 (0.425 mm), 70 (0.212
mm), 100 (0.150 mm) y 300 (0.053 mm). El hidrogel tamizado se encuentra entre 100 y
300, es decir, atraviesa el tamiz a 100 pero no el de 300, eso significa que el tamafio del

poro esta entre 0.15 mm y 0.05 mm.
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Una vez secos y pulverizados (Figura 10), se pesaron 0.06 g del polvo de hidrogel
(con tamafio de particula entre 0.15-0.05 mm) y se colocaron en microplacas de 12 pozos.
Enseguida el hidrogel se inoculé con 30 ul de la suspension de esporas de cada hongo
(con concentracion de 2x10° esporas) y se afiadié agua destilada estéril hasta completar
un volumen de 500 ul (para obtener una consistencia similar a la del gel humedo).
Adicionalmente se metera un tratamiento el cual sera inoculado solamente con orina
infectada (reportada con microorganismos moderados) de un paciente con incontinencia

urinaria. Las placas se incubaron a 28°C durante 24 horas.

Una vez transcurrido este tiempo, con pinzas estériles se tomaron los hidrogeles
con los hongos desarrollados, se introdujeron por separado en tubos falcon previamente
adicionados con 20 mL de agua peptonada estéril y se homogenizaron 25 veces durante
1 min. Enseguida se procedié a realizar la técnica de conteo de viables en placa,

siguiendo el procedimiento descrito en la seccion anterior.

Figura 10. Hidrogel 3 pulverizado y solucion de quitosano utilizada (conteniendo 0.50 g
del biopolimero).
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Disefio Experimental y Anélisis de Datos

Se realiz6 un disefio bifactorial a un nivel de significancia a = 0.05. Los factores fueron el
tratamiento (tipo de hidrogel) y la especie de hongo (Aspergillus niger, A. parasiticus y
Fusarium verticillioides). La variable respuesta fue la viabilidad de las esporas de los
hongos. Asimismo se utilizd un analisis de varianza (ANDEVA) y prueba de rangos
multiples de Tukey para la comparacion de medias, a un intervalo de confianza del 95%

(Lépez y Gonzalez, 2014). Se utilizé el programa SPSS version 19.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Elaboracién de los Hidrogeles

Los hidrogeles elaborados presentaron un aspecto firme, suave e insoluble en agua. En
cuanto a su estado fisico, el hidrogel conformado solamente por acrilamida presentd un
aspecto transparente e incoloro (Figura 11F), en comparacion con el hidrogel que
contenia acrilamida con zeolita, cuyo aspecto fue semitransparente y un poco opaco
(Figura 11E). La mezcla quitosano-poliacrilamida-zeolita presenté un aspecto opaco y
amarillento comparado con el control de poliacrilamida (Figuras 11A, 11B, 11C y 11D).

CONTROL CON
ZEOLITA

HIDROGEL 4

CONTROL SIN

ZEOLITA }i
T .

D E F
Figura 11. Aspecto fisico de los controles respecto a hidrogeles con quitosano; A)

Hidrogel 1 con 1.0 g; B) Hidrogel 2 con 0.75 g; C) Hidrogel 3 con 0.5 g; D) Hidrogel 4 con
0.25 g; E) Control con zeolita; F) Control sin zeolita.
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Morfometria

En el analisis morfométrico se observd que el diametro promedio de las esporas de los
tres hongos estudiados se afecté cuando estos fueron expuestos a los hidrogeles, lo que
se puede atribuir a los componentes que conforman el hidrogel (Tabla 5). La presencia de
quitosano en los hidrogeles afecté de manera significativa (p<0.05) el didmetro con

respecto a los controles, lo cual puede relacionarse al estrés osmoatico.

Tabla 5. Morfometria de las esporas de Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger y
Fusarium verticilloides inoculadas en hidrogeles de poliacrilamida-zeolita-quitosano, e
incubadas a 28°C por 24 horas.

Hidrogel A. parasiticus A. niger F. verticilloides
(um £ SD) (um * SD) (um % SD)
Control sin zeolita 4.38 + 0.692 3.67 £ 0.60% 3.06 £ 0.71%
Control zeolita 4.81 + 0.59" 3.82 +0.58° 3.34+0.67¢
Hidrogel 1 (1.0 g) 4.47 +0.882 3.37 £ 0.63" 2.83 +0.70%
Hidrogel 2 (0.75 g) 494 +0.77° 2.91 £0.482 2.63+0.63?
Hidrogel 3 (0.50 g) 4.64 + 0.60% 3.28£0.42° 255+0.73?
Hidrogel 4 (0.25 g) 4.48 + 0.592 3.56 + 0.51°% 3.68 + 0.88¢

Valores promedio de al menos sesenta mediciones + desviacion estandar.

*Diferentes letras minusculas en el superindice indican diferencias significativas entre los
tratamientos (tipo de hidrogel), para cada especie de hongo. Comparacién de medias con
Tukey (P<0.05).

Cuando Fusarium verticilloides fue inoculado en los hidrogeles 2 y 3 el diametro de
las esporas se redujo (p<0.05), mientras que en el hidrogel 4 se incrementé (p<0.04) de
manera significativa comparado con los hidrogeles control, con y sin zeolita (Tabla 5).
Asimismo, al analizar la morfometria de Aspergillus parasiticus se encontr6 un mayor
diametro (p<0.05) en las esporas inoculadas en el hidrogel 2 con respecto a los controles.
Este hidrogel 2 también afectdé la morfometria de A. niger, encontrando esporas con
menor (p<0.05) didmetro promedio comparado con los hidrogeles control, en donde se

observaron los mayores diametros promedio.
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A nivel intracelular, el modo de accion del quitosano se asocia a interacciones
sobre la superficie de la célula, ocasionando desorganizacion celulares que comprenden
el ensanchamiento de la pared celular, la pérdida de la misma y hasta la desintegracion
del citoplasma (Ayala y col., 2014). Los resultados muestran que cada especie de hongo
filamentoso en estudio presentd diferente grado de sensibilidad a los hidrogeles
formulados con quitosano, lo cual puede relacionarse con la capacidad de adaptacion del

microorganismo.

La actividad antifingica del quitosano se ha comprobado en diferentes especies de
hongos, afectando fundamentalmente el crecimiento micelial, la esporulacion, la

germinacion y la morfologia de las hifas y esporas (Hernandez y col., 2005).

Germinacion de Esporas

En ninguno de los tratamientos se observé la formacién de hifas, lo cual indica que el
contacto con los hidrogeles afect6 fuertemente la primera etapa de desarrollo de los
hongos (Figuras 12 y 13). Los cambios en la morfometria sugieren un estrés osmdético

asociado a la pérdida de la integridad de la membrana celular, lo cual a su vez puede

llevar a la pérdida de componentes vitales para el crecimiento.

Figura 12. Esporas de Fusarium verticilloides inoculadas en los hidrogeles 1 y 4,
observadas a las 24 horas de incubacion a 28°C, con el objetivo de 40x: A) Hidrogel 1 con
1g de quitosano; B) Hidrogel 4 con 0.25g de quitosano.
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Figura 13. Esporas de Aspergillus parasiticus y A. niger inoculadas en los hidrogeles
control, observadas a las 24 horas de incubacion a 28°C, con el objetivo de 40x: A) A.
parasiticus en el control sin zeolita; B) A. parasiticus en el control con zeolita; C) A. niger

en el control sin zeolita; D) A. niger en el control con zeolita.

El mecanismo antifingico de quitosano puede estar relacionado con afectaciones
en el proceso de diferenciacion celular o la morfogénesis de la pared celular, ya que la
interaccion con las moléculas de quitosano interfiere directamente con el crecimiento del
hongo, en particular sobre la actividad enzimatica responsable del crecimiento del hongo
(Goy y col., 2009). Esto puede explicar el fuerte efecto inhibitorio encontrado en la etapa
de germinacion de las esporas, al no encontrar formacién de tdubulos germinales o hifas

en ninguno de los hidrogeles elaborados.
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Recientes estudios muestran la tendencia del quitosano a caracterizarlo como
fungistético mas que fungicida, aunque el mecanismo no se conoce del todo (Ayala y col.,
2014). Otros factores que pueden contribuir a esta accién antifingica son:

a) La concentracion utilizada, es decir, que una alta o baja inhibicién en el desarrollo
del hongo esté ligada simultdneamente a la dosis aplicada.

b) La naturaleza policatiénica del quitosano es la clave para su actividad antifingica,
ya que la mayoria de las paredes celulares de los hongos estdn cargadas
negativamente.

c) La longitud de la cadena de este biopolimero, aumenta la superficie catidnica en

contacto con el hongo.

El efecto inhibitorio sobre la germinacion de las esporas puede atribuirse a los
componentes presentes en el material, que al hacer contacto con la pared celular del
hongo, este propicia a una interaccién de cargas. Tanto la poliacrilamida como el
gquitosano tienen grupos aminos los cuales se pueden encontrar disponibles para

interaccionar con los compuestos cargados negativamente en la membrana celular.

Considerando que el quitosano no tiene interacciones muy especificas, la
poliacrilamida juega un papel similar a este por su interaccion electrostéatica. EI compuesto
cargado positivamente (polielectrolito cationico) y las membranas celulares cargadas
negativamente alteran de manera significativa las propiedades de la membrana exterior

del microorganismo, impidiendo su crecimiento (Laréz, 2008).

Andlisis de Viabilidad Utilizando Azul de Tripan

La viabilidad celular se evalu6 mediante tincién con el colorante azul de tripan, el cual se
utiliza en tinciones para ensayos de viabilidad ya que permiten diferenciar las células

vivas (no tefiidas) de células muertas (tefiidas de azul).

En la Tabla 6 se muestran los porcentajes de esporas viables encontrados para
cada especie de hongo inoculado en los diferentes hidrogeles formulados a distintas
concentraciones de quitosano. En general, las esporas de Aspergillus parasiticus y

Fusarium verticilloides presentaron una mayor sensibilidad al estar en contacto con todos
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los hidrogeles elaborados, observando una menor (p<0.05) viabilidad (0 y 36.4%,
respectivamente) en los hidrogeles 2 y 3, respectivamente. Esto se puede relacionar con

la disminucion del diametro promedio de las esporas, ocasionado por el estrés (Tabla 5).

Por el contrario, el tipo de hidrogel no afectd significativamente (p>0.05) la
viabilidad de las esporas de Aspergillus niger con respecto a los controles, con y sin
zeolita; sin embargo, en el hidrogel 2 se encontr6 una menor (p>0.05) cantidad de
esporas viables (45.4%). De las tres especies analizadas, A. niger presentdé una mayor
resistencia a los materiales, al contabilizar un mayor porcentaje de esporas viables en los
diferentes hidrogeles. Sin embargo, las esporas de A. parasiticus presentaron un mayor
incremento en el didmetro promedio (Tabla 5, Figura 13), lo cual indica que ambas
especies de Aspergillus exhiben diferente tipo de estrés al estar en contacto con los
hidrogeles.

Tabla 6. Porcentaje (%) de viabilidad de Aspergillus parasiticus, A. niger y Fusarium

verticilloides, inoculadas en hidrogeles e incubadas a 28°C por 24 horas.

Hidrogeles A. parasiticus F. verticilloides A. niger
Control sin zeolita 57.9 + 13.158¢ 45.2 £ 0.297B2 73.0 £ 0.44"
Control zeolita 59.6 + 8.185¢2 64.4 + 0.79% 55.2 + 12,944
Hidrogel 1 49.7 + 8.418¢2 41.9 + 5,987 64.0 + 5.98"@
Hidrogel 2 0.0%a 57.9 + 3.658¢¢ 45.4 + 0.477°
Hidrogel 3 69.6 + 1.80°° 36.4 £ 4.22" 63.5 + 2.447°
Hidrogel 4 26.7 + 6.67A 43.4 + 1.57/8a 58.9 + 12.50%2

Valores promedio de esporas viables + error estandar.

*Diferentes letras mayusculas en el superincide indican diferencias significativas entre los
tratamientos (tipo de hidrogel), para cada especie de hongo.

*Diferentes letras mindsculas en el superindice indican diferencias significativas entre las
tres especies de hongos estudiadas, para cada tipo de hidrogel. Comparacién de medias

por Tukey (p<0.05).
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Al comparar la viabilidad entre las tres especies analizadas en cada uno de los
tratamientos se observé que el tipo de hidrogel afecté de manera significativa (P< 0.05) la
viabilidad de las esporas de A. parasiticus y F. verticilloides, encontrando una menor
viabilidad en los hidrogeles 2 y 3 para A. parasiticus (0%) y F. verticilloides (36.4+ 4.22%),
respectivamente (Tabla 6). Estos resultados indican que la inclusion de quitosano en la
formulacion da como resultado la obtencion de un material con actividad contra hongos

filamentosos de importancia en alimentos.

Las especies de hongos se afecté de manera significativa (P<0.05) al estar en
contacto con cada uno de los materiales, por lo que no se observé una relacién lineal
entre la concentracién de quitosano en el hidrogel y su efecto sobre la viabilidad de las
esporas de las tres especies, lo cual podria estar relacionado con las interacciones intra e
intermoleculares en el seno de la estructura de los materiales. Es posible que las
conformaciones que adopten los polimeros en la mezcla varien en funcion de la
proporcion acrilamida-quitosano, dando como resultado la indisponibilidad de grupos

reactivos para interaccionar con la pared celular de los microorganismos.

Conteo de Celulas Viables en Placa por la NOM-110-SSA1-1994

Ensayo 1: Hidrogel Himedo

Los hidrogeles formulados con diferentes concentraciones de quitosano presentaron un
mayor efecto sobre la viabilidad de Fusarium verticilloides, encontrando una inhibicién del
100% al no observar colonias desarrolladas (reportadas como UFC/mL), comparando con
los controles con y sin zeolita, en donde se observd la mayor cantidad de UFC/mL para

las tres especies analizadas (Tabla 7, Figuras 14 y 15).
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Tabla 7. Promedio de UFC/mL utilizando hidrogeles de quitosano, a diferente

concentracion.

A. parasiticus A. niger F. verticilloides

Dilucion -1 -2 -1 -2 -1 -2

Control sin zeolita| 10.0+2.6 | 0.7+0.6 |52.7+10.7| 6.0£1.7 | 300+ 60.8 225+245

Control zeolita 30.3+£55| 0.7+1.2 |73.7+17.2|10.0+3.5| 373+98.7 119+ 24.4

Hidrogel 1 (1.00g) | 53+15 | 0.7+12 | 15325 10+1 1.0+1.0 0.0

Hidrogel 2 (0.75g) |12.3+49| 20x1.7 47+21 | 0.3+0.6 0.0 0.0

Hidrogel 3 (0.50g) 0.0 0.0 43+32 | 03+06 0.0 0.0

Hidrogel 4 (0.25g) | 58+ 4.4 | 7.7+15 | 26321 | 47+2.1 0.0 0.0

400
350
300
250
200
150
100
50

; - W

UFC/mL

Control sin Control Hidrogel 1  Hidrogel 2  Hidrogel3  Hidrogel 4
zeolita zeolita (1.00g) (0.75g) (0.50g) (0.25g)

M A. parasiticus W F. verticilloides A. niger

Figura 14. Efecto de los hidrogeles sobre la viabilidad de A. parasiticus, A. niger y F.
verticilloides, determinada mediante conteo de celllas viables en placa y reportada como

unidades formadoras de colonias (UFC), a 28°C, a las 24 horas de incubacion.
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Figura 15. Unidades formadoras de colonias (UFC) en placa de Fusarium verticilloides
(diluciones -1 y -2, de arriba hacia abajo) desarrolladas después de la exposicion a los
hidrogeles formulados con diferente concentracion de quitosano: A) Control sin zeolita; B)
Control zeolita; C) Hidrogel 1 (1.0 g); D) Hidrogel 2 (0.75 g); E) Hidrogel 3 (0.50 g); F)
Hidrogel 4 (0.25 g).

En el caso de A. parasiticus, el hidrogel 3 (0.50 g de quitosano) mostré una mayor
actividad antifungica comparado con los demas hidrogeles, encontrando un 100% de
inhibicion en el desarrollo de UFC/mL, a las 24 horas (Tabla 7, Figuras 14 y 16). Este
hidrogel fue el que presentd el mayor efecto inhibitorio sobre las tres especies de hongos,
determinado mediante cuenta de células viables en placa.

E F

Figura 16. Unidades formadoras de colonias (UFC) en placa de Aspergillus parasiticus
(diluciones -1 y -2, de arriba hacia abajo) desarrolladas después de la exposicion a los
hidrogeles formulados con diferente concentracion de quitosano: A) Control sin zeolita; B)
Control zeolita; C) Hidrogel 1 (1.0 g); D) Hidrogel 2 (0.75 g); E) Hidrogel 3 (0.50 g); F)
Hidrogel 4 (0.25 g).
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Con respecto a A. niger, los hidrogeles 2 y 3 (formulados con 0.75 y 0.50 g de
quitosano, respectivamente) fueron los que mostraron el mayor efecto antifingico,

encontrando un menor numero de UFC/mL (Tabla 7, Figuras 14y 17).

Figura 17. Unidades formadoras de colonias (UFC) en placa de Aspergillus niger

(diluciones -1 y -2, de arriba hacia abajo) desarrolladas después de la exposicién a los
hidrogeles formulados con diferente concentracién de quitosano: A) Control sin zeolita; B)
Control zeolita; C) Hidrogel 1 (1.0 g); D) Hidrogel 2 (0.75 g); E) Hidrogel 3 (0.50 g); F)
Hidrogel 4 (0.25 g).

Se ha reportado que el quitosano interactta a nivel de la membrana plasmética de
los microorganismos interfiriendo en sus funciones, es decir, al ocurrir la formacion del
complejo polielectrolito se bloquea fisicamente la membrana celular externa del
microorganismo, impidiendo el flujo normal de nutrimentos y/o desechos, provocando la
muerte (Laréz, 2008; Ayala y col., 2014). Esto podria explicar la reduccion en el nimero
de UFC encontradas después de la exposicion de las esporas fungicas a los diferentes

hidrogeles.

Ensayo 2: Hidrogel Seco y Pulverizado

Derivado de los resultados obtenidos al evaluar el efecto de los hidrogeles sobre el
namero de UFC mediante conteo de viables en placa, para este ensayo se selecciono el
hidrogel 3 por tener mayor efecto inhibitorio a una menor concentracion de quitosano.

Tras la exposicion de las esporas al hidrogel seco y pulverizado, el mayor efecto
antimicrobiano se encontrd para F. verticilloides, inhibiendo completamente el desarrollo
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de UFC en comparacion con las especies del género Aspergillus (Tabla 8, Figura 18).
Resultados similares fueron reportados por Rodriguez y col. (2009), quienes utilizaron una
solucion al 3% (p/v) de quitosano en cultivos de Fusarium oxysporum y lograron la
inhibicién completa del desarrollo del hongo.

Tabla 8. Promedio de UFC/mL en placa utilizando el hidrogel 3, formulado con 0.05 g de

quitosano.
A. parasiticus A. niger F. verticilloides
Dilucién -1 -2 -1 -2 -1 -2
Hidrogel 3 140 66 * 135 0.0 0.0

*Colonias incontables en placa (>300).

Figura 18. Unidades formadoras de colonias de las tres especies de hongos, en la
dilucién -1 y -2 (de arriba hacia abajo), determinadas por cuenta de viables en placa
después de estar en contacto directo con el hidrogel 3: A) Aspergillus parasiticus; B)
Aspergillus niger; C) Fusarium verticilloides.

La unidon del quitosano a los polimeros de la pared celular microbiana
desencadena efectos secundarios celulares como la desestabilizacion y posterior
desorganizacion de la funcién de la permeabilidad de la membrana, conduciendo a la fuga
de componentes celulares y originando la formacion de poros. Ademas, la generacion de
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energia ligada a las vias de la membrana se afectan, probablemente debido al deterioro
en la funcionalidad de la cadena de transporte de electrones, interfiriendo asi con una
adecuada reduccién de oxigeno y obligando a las células a producir energia anaerobica,
originando una disfuncion de todo el aparato celular (Kong y col., 2010).

Como se menciond anteriormente, una de las aplicaciones potenciales de los
hidrogeles elaborados a base de quitosano involucra el desarrollo de materiales o
apositos superabsorbentes con propiedades antimicrobianas, los cuales puedan ser
utilizados para ayudar a controlar infecciones cutdneas en pacientes con problemas de
incontinencia. Con base a lo anterior, a fin de evaluar la eficacia de los hidrogeles
elaborados, en este trabajo se llevé a cabo un ensayo utilizando orina infectada de un

paciente con problemas de incontinencia urinaria.

Los resultados obtenidos mostraron que en el hidrogel 3 inoculado con orina
infectada se encontrd crecimiento de 2 UFC/mL en la dilucion -1 (Figura 19), lo cual
podria estar relacionado con la actividad antimicrobiana del biopolimero en el material. Es
posible que el quitosano, al interactuar con las cargas negativas de la pared celular de los
microorganismos presentes en la orina, generan un rompimiento o lisis de estas

estructuras, poniendo asi en manifiesto su efecto antimicrobiano (Ayala, 2015).

A B

Figura 19. Unidades formadoras de colonias (UFC) en muestra de orina;
A) dilucion -1, B) dilucion -2.
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Con base a los resultados obtenidos, el quitosano resulta ser un buen agente
antimicético, ya que en hongos suprime la esporulacion y posterior produccion de
esporas, llevandolo a la lisis celular, donde el quitosano puede ingresar y desnaturalizar
las enzimas o inhibir el ADN vy la sintesis de mARN, influenciado por cuatro factores: (1)
microorganismos: especie y fase de desarrollo; (2) Factores intrinsecos del quitosano:
peso molecular, solubilidad, grado de desacetilacion, densidad de carga postiva y
capacidad quelante; (3) estado fisico del quitosano: liquido (coloide) o solido (membrana);
(4) factores ambientales: pH, temperatura y tiempo (Ayala, 2015).

Teniendo en cuenta su efecto antimicrobiano, Pera y Escobar (2015) obtuvieron
hidrogeles de polivinilalcohol/quitosano (30/70, con polivinilalcohol al 10%) y aloe vera,
encontrando que el biopolimero funciona como un agente liberador que acelera procesos
de curaciébn y cicatrizacion de heridas en la piel. ElI hidrogel presenté buenas
caracteristicas para ser implementado a futuro como un medio liberador de aloe vera y
quitosano, sin embargo, los autores concluyeron que es conveniente realizar estudios in
Vivo y mejorar las caracteristicas bactericidas de este para su posterior aplicacion
cutanea.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron hidrogeles de poliacrilamida-quitosano-zeolita y se logré evaluar la
actividad antifangica contra especies de hongos filamentosos. La inclusion de quitosano
en los hidrogeles favorecio la bioactividad del material, en la morfometria de las células de
Aspergillus niger, A. parasiticus y Fusarium verticilloides el diametro de sus esporas se
afectd de manera significativa para cada especie, y respecto a la etapa de germinacion de

esporas se encontraron efectos inhibitorios.

Los hidrogeles formulados con quitosano fueron efectivos para reducir la viabilidad de las
tres especies con respecto a los hidrogeles control, encontrando un mayor efecto en
Fusarium verticilloides, este hongo resultd ser también el mas susceptible al evaluar el

efecto del hidrogel en forma de polvo.

Es conveniente continuar investigando acerca de los mecanismos por los cuales el
quitosano, al estar en forma de gel, ejerce un rol inhibitorio sobre estos hongos.
Asimismo, realizar pruebas variando el peso molecular y la concentracion de quitosano en

las formulaciones.
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