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RESUMEN

La inmunoglobulina Y administrada por via oral es efectiva, segura y posee una
actividad protectora local contra determinados agentes patdgenos. Sin embargo,
para poder utilizarla como inmunoterapia pasiva, es necesario preservar su funcion
biolégica durante el pasaje gastrico. Los hidrogeles han mostrado muy buenas
propiedades para la liberaciéon controlada de diferentes moléculas. El objetivo del
presente trabajo fue caracterizar la incorporacion de IgY en hidrogeles pH-
sensibles. Se sintetizaron hidrogeles con acido acrilico y acrilamida (mondmeros) y
bisacrilamida (entrecruzador) variando las concentraciones de los componentes.
Los mismos se caracterizaron determinando su porcentaje de hinchamiento, peso,
didmetro y altura. Se determind el porcentaje de incorporacion de la IgY dentro de
los hidrogeles. Para completar la caracterizacidn se realizd espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier. Luego de la incubacién en las soluciones a diferentes pH,
se observd un aumento del peso, diametro y altura de los hidrogeles en los pH=5,5
y 7,4 para los 3 grupos analizados. A pH=5,5y 7,4 los hidrogeles de los 3 grupos
se comportaron de manera similar, mostrando porcentajes de hinchamiento
cercanos al 100%. El porcentaje de incorporacion de la IgY en los hidrogeles fue del
99,2%. El pH=7,4 resulté éptimo para la incorporaciéon de la IgY. Los espectros
FTIR evidenciaron que la IgY interactué con el hidrogel pH-sensible mediante
enlaces de hidréogeno prolongados. Los hidrogeles pH-sensibles lograron incorporar
la IgY de una manera eficiente, sugiriendo que los mismos podrian ser utilizados
para proteger a la IgY durante el pasaje gastrico, cuando es administrada en forma
oral para inmunoterapia pasiva.
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INTRODUCCION

Actualmente para la prevencién de las enfermedades infecciosas en terneros
deslechados, criados artificialmente en guacheras, se busca desplazar o cambiar el
uso rutinario de los antibidticos por la administracion de otras sustancias
alternativas, tales como los anticuerpos aviarios (IgY) especificos, obtenidos de la
yema de huevo de gallinas inmunizadas contra el o los agentes patdgenos
causantes de la diarrea (Bilbao et al., 2006; Terzolo et al., 2003). El ejemplo mas
exitoso del uso profilactico/terapéutico de productos industriales basados en IgY es
la prevencidon y tratamiento de los terneros contra agentes viricos y bacterianos
productores de diarrea (Mine and Kovacs-Nolan 2002 and Kovacs-Nolan and Mine
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2004; Zhang et al., 2004; Schade et al., 2007). Debido a la distancia filogenética
gue existe entre aves y mamiferos, la IgY presenta multiples ventajas sobre los
anticuerpos de mamiferos (Narat, 2003; Carlander 2002; Karlsson et al. 2004). Se
ha demostrado que la IgY especifica administrada por via oral es efectiva, segura y
posee una actividad protectora local contra determinados agentes patdégenos con
actividades bioldgicas similares a la de los anticuerpos calostrales que la madre
proporciona a los terneros (Dias Da Silva y Tambourgui, 2010). Un punto
importante para tener en cuenta en los productos basados en IgY son las
caracteristicas tecnoldgicas, tales como resistencia a la temperatura, presién y
humedad, presencia de minerales y resistencia a la digestidon gastrica (Margueritte
et al., 2005). La IgY es una proteina sensible a la desnaturalizacion, es bastante
estable a las altas temperaturas y su actividad no se ve afectada por la
pasteurizacién. Su punto isoeléctrico varia entre 5,7-7,6, es resistente a un rango
de pH= 4-8 y es altamente estable frente a la digestion con tripsina y
quimiotripsina (Carlander, 2002). Sin embargo, su actividad disminuye a un pH<
3,5 y se pierde casi completamente con cambios irreversibles a un pH= 3 (Shimizu
et al., 1993, Lee et al., 2002). Debido a esto la administracién oral de IgY esta
condicionada a la degradacidon acida en el estbmago y a la degradacién de
proteasas tales como la pepsina (Shimizu et al., 1988). Para poder utilizarla como
inmunoterapia pasiva, es necesario hallar un método efectivo para preservar el
valor terapéutico y la funcién bioldgica de este anticuerpo durante el pasaje
gastrico.

Desde el punto de vista de los nuevos materiales, la tendencia es obtener sistemas
inteligentes, cargados con el principio activo de la molécula, que respondan a
estimulos del ambiente y puedan liberar su carga en el lugar, el tiempo y a la
velocidad deseada (Peppas et al., 2006). Es asi como en las Ultimas décadas los
hidrogeles han recibido mucha atencién para su aplicacidon en esta area dado que
pueden ser disefados de acuerdo a los requerimientos deseados. Los hidrogeles
son redes tridimensionales en las cuales las cadenas poliméricas estan
interconectadas por entrecruzadores quimicos (Pourjavadi et al., 2010). Estas redes
estan compuestas por homopolimeros o copolimeros y son insolubles en todas las
soluciones acuosas pero, dependiendo del solvente, pueden absorber y mantener
un volumen considerable de liquidos. Algunos hidrogeles polielectroliticos pueden
absorber mas de 100 partes de agua por cada parte de polimero seco, debido a la
presion osmotica ejercida por los contra-iones. Los hidrogeles neutros, en cambio,
poseen alta afinidad por el agua, aunque su grado de hinchamiento es mucho
menor que el de los geles cargados (Bajpai y Giri, 2003; Branca et al., 2006). Otra
propiedad importante de los hidrogeles es su respuesta a diferentes estimulos
externos del medio, como la temperatura, el pH, la presencia de solutos y los
campos eléctricos y magnéticos (Peppas et al., 2000; El-Naggar et al., 2006). El
mecanismo que causa el cambio estructural del hidrogel es completamente
reversible y se requiere una alta cooperatividad entre la respuesta a las condiciones
externas y el desarrollo interno de la microestructura del gel. Usualmente, estos
hidrogeles son sintetizados por la copolimerizacion de monémeros acidos o basicos
y un entrecruzador como la N,N’-metilenbis-acrilamida (Omidian et al., 2005). Son
ampliamente utilizados como sustancias superabsorbentes, para reducir la
humedad de medicamentos o productos higroscopicos envasados. Para esta
aplicacion la alta capacidad de retencion del agua es la propiedad mas importante
(Katime et al., 2004). También, debido a su consistencia suave y a su alto
contenido en agua, se parecen al tejido vivo mas que ninguna otra clase de
biomaterial sintético, lo que contribuye a su biocompatibilidad. Esta propiedad
permite utilizarlos en areas como son la medicina y la farmacia: capsulas artificiales
(Lee y Mooney, 2001), membranas con permeabilidad regulada (Dole et al., 2004),
dispositivos sensores (Yew et al., 2007) y transportadores para la liberacion
controlada de drogas (Peppas et al., 2000; Escobar et al., 2003), pudiéndose
administrar por diferente vias: oral, rectal, ocular, transdérmica y subcutanea.
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El objetivo del presente trabajo fue caracterizar la incorporacion de IgY en
hidrogeles pH-sensibles.

MATERIAL Y METODOS

SINTESIS DE LOS HIDROGELES PH-SENSIBLES

Para la sintesis de los hidrogeles se utilizaron dos mondémeros: acido acrilico (AAc)
(Sigma-Aldrich®) vy acrilamida (AAm) (Rotiphorese, Roth®). Como agente
entrecruzador se empled N’,N metilen-bisacrilamida (BAAm) (Rotiphorese,
Roth®). Como iniciador de la reaccion se utilizdé persulfato de amonio (Roth®) vy
como catalizador TEMED (Roth®). Se mezclaron el Rotiphorese (acrilamida 37,5:
N ",N “metilen-bisacrilamida 1), el acido acrilico y el agua destilada. Se llevd la
solucién a un pH alrededor 5 con hidroxido de sodio. Se burbujeé el sistema con
nitrégeno gaseoso por 5 minutos. Luego se colocaron el sulfato de amonio y el
TEMED. La solucién de sintesis fue cargada en una jeringa de tuberculina y el
extremo abierto de la jeringa fue sellado con parafilm. Los componentes de los
hidrogeles y sus proporciones se encuentran detallados en la tabla 1. Se realizd
también la sintesis de hidrogeles variando la concentracién de los mondémeros. Una
vez gelificada la solucidn, se extrajo el polimero mediante la remocion del extremo
anterior de la jeringa y presionando suavemente el émbolo hacia adelante. El
polimero se fragmenté en pequefias secciones, las cuales se lavaron durante 7 dias
con agua destilada para eliminar cualquier resto de monémero que pudiere resultar
toxico. Finalizado el proceso de lavado, los hidrogeles fueron colocados en placas de
petri y secados en estufa a 37°C hasta lograr un peso constante.

CARACTERIZACION DE LOS HIDROGELES pH-SENSIBLES

Para la caracterizacién de los hidrogeles, se determind el porcentaje de
hinchamiento y el contenido de agua de los mismos, incubandolos en soluciones a
diferentes pH (pH=2,2; pH=5,5; pH=7,4; pH=10) y durante diferentes periodos de
tiempo (0, 1, 2, 3, 8 y 24 horas). Para cada tiempo de incubacion, se pesaron y se
midieron (diametro y altura) los hidrogeles.

INCORPORACION DE LA IgY EN LOS HIDROGELES pH-SENSIBLES

Se colocaron 3 hidrogeles a hinchar individualmente, en un recipiente que contenia
una solucién de IgY a una concentracién de 10 mg/mL. Este ensayo se realizd a
temperatura ambiente y durante 24 horas. Al inicio y al finalizar el ensayo se
pesaron los hidrogeles y se determinaron sus dimensiones (altura y didmetro).
También se determind la DOjgonm de la solucion de IgY, la concentracidon de
proteinas totales y se midid el volumen inicial y final de la misma. La eficiencia de
encapsulacion se expresé como el porcentaje de la IgY total disponible que se
incorporo dentro de los hidrogeles.

CARACTERIZACION DE LOS HIDROGELES-IgY

Para completar la caracterizacion de la incorporacién de la IgY en los hidrogeles se
realizd espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR) de los hidrogeles
solos, la IgY sola y los hidrogeles-I1gY. Se utilizaron pastillas de bromuro de potasio
(Sigma-Aldrich®) debido a que las muestras eran sélidas. Para ello se tomaron
alicuotas de los hidrogeles en polvo y se mezclaron con bromuro de potasio al 1%
(p/p) en un mortero de agata, hasta lograr una mezcla homogénea. Se formaron
pastillas mediante un dispositivo de presurizacién con una presién de 15 ton-cm™y
vacio dindmico. Las pastillas se analizaron en un espectrometro “FTIR Nicolet
Impact 400”, con una resolucién de 4 cm™.

RESULTADOS

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HIDROGELES pH-SENSIBLES

Se realizd la sintesis de los hidrogeles con diferentes concentraciones de los
mondmeros (Tabla 1). Los hidrogeles que fueron sintetizados con las relaciones
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AAmM:AAc de 1:0,5 (Grupo D) y 1:2 (Grupo E) fueron descartados. En el primer
caso, los hidrogeles adoptaron una apariencia blanquecina, mucosa y se pegaron a
las placas de petri al momento del secado en estufa. En el segundo caso, los
hidrogeles no gelificaron correctamente y se desintegraron al momento del lavado.
La caracterizacion de los hidrogeles se llevé a cabo con las relaciones AAm: AAc de
1:1 (Grupo A), 0,5:1 (Grupo B) y 2:1 (Grupo C). Luego de 24 horas de incubacion
en las soluciones a diferentes pH, se observé un aumento del peso, didametro y
altura de los hidrogeles en los pH=5,5 y 7,4 para los 3 grupos analizados. Con
respecto al porcentaje de hinchamiento (Tabla 2), se observé que a pH=2,2 los
hidrogeles del grupo C se hincharon rapidamente hasta un 96% y luego de las 3
horas de incubacién dicho porcentaje disminuyd drasticamente. Por el contrario, los
hidrogeles del grupo A y B tuvieron porcentajes de hinchamiento entre el 50-60% y
se mantuvieron constantes a lo largo de las 24 horas de incubacion. A pH=5,5y 7,4
los hidrogeles de los 3 grupos se comportaron de manera similar, mostrando
porcentajes de hinchamiento cercanos al 100%. A pH=10 se observd un porcentaje
de hinchamiento cercano al 90% en los 3 grupos (Tabla 2). El contenido de agua
mostré un comportamiento similar al porcentaje de hinchamiento en todos los pH vy
para todos los grupos.

INCORPORACION DE IgY EN HIDROGELES pH-SENSIBLES

El ensayo se realizé a pH=7,4 con los hidrogeles del grupo A (1:1). Luego de la
incubacion de los hidrogeles en la solucion de IgY se aprecid6 un aumento
significativo en el peso, didmetro y altura de los mismos (p<0.05). La
concentracion de proteinas totales y la DOsgonm de la solucion disminuyeron
significativamente al finalizar el ensayo de incorporacion (p<0.05). El porcentaje de
incorporacién luego de las 24 horas de incubacién fue del 99,2%.

CARACTERIZACION DE LOS HIDROGELES-IgY

La figura 1 muestra los espectros FTIR de los hidrogeles conteniendo IgY (hidrogel-
IgY), los hidrogeles solos (hidrogel) y la IgY sola (IgY). En el espectro FTIR del
hidrogel solo es posible observar una banda amplia a 3437 cm™ correspondiente al
estiramiento N-H de las amidas secundarias. Las bandas a 2974 y 2881 cm se
asignan al estiramiento simétrico y asimétrico de -CH3. La banda a 1670 cm™ es
debido a la vibracién del estiramiento C=0 de la banda amida I, mientras que la
banda a 1576 cm™ se atribuye al movimiento de flexiéon N-H de la banda amida II.
El espectro FTIR del hidrogel-IgY muestra un amplio pico en 3000-3600 cm™ en
comparacién con los picos respectivos del hidrogel solo y de la IgY sola.

DISCUSION

Para que la IgY tenga una actividad bioldgica eficiente, debe estar protegida de la
inactivacion gastrica. Los hidrogeles pH-sensibles son considerados como sistemas
inteligentes, ya que tienen una respuesta selectiva de hinchamiento dependiendo
de las condiciones del medio (Qiu y Park, 2001). En este trabajo se observd que el
porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles vari6 en los diferentes grupos
dependiendo del ph del medio. A pH=5,5 y 7,4 se obtuvieron los mayores
porcentajes de hinchamiento de los hidrogeles. Estudios previos (Elliott et al.,
2004; Garcia et al.,, 2004) mostraron resultados similares en hidrogeles pH-
sensibles sintetizados con acido acrilico o metacrilico.

Katyme et al., (2004) reportaron que el pH puede variar el volumen del hidrogel
siempre que el hidrogel posea grupos funcionales ionizables. Si estos grupos son
carboxilicos, al aumentar el pH aumenta el hinchamiento. Los resultados obtenidos
en este trabajo concuerdan con estos autores ya que los grupos carboxilicos del
acido acrilico permitieron un mayor porcentaje de hinchamiento al aumentar el pH.

AL EVALUAR LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACION, SE OBSERVO QUE EL PH=7,4
RESULTA OPTIMO PARA LA INCORPORACION DE LA IGY DENTRO DEL HIDROGEL.
LOS HIDROGELES SINTETIZADOS CON UNA RELACION AAM:AAC 2:1 (GRUPO Q)
NO FUERON INCLUIDOS EN EL ENSAYO DE INCORPORACION YA QUE
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PRESENTARON UN PORCENTAJE DE HINCHAMIENTO ALTO EN PH=2,2. POR LO
TANTO NO SERIAN l,’JTILES PARA PROTEGER LA IGY DURANTE EL PASAJE
GASTRICO PUES PODRIAN LIBERARLA EN EL ESTOMAGO.

LOS ESPECTROS FTIR EVIDENCIARON QUE LA IGY INTERACTUO CON EL HIDROGEL
PH-SENSIBLE MEDIANTE ENLACES DE HIDROGENO PROLONGADOS.

CONCLUSIONES

Las redes poliméricas sintetizadas mediante la polimerizacion acrilamida y acido
acrilico con N,N’-metilenbisacrilamida como entrecruzador, presentan una
capacidad de hinchamiento dependiente del pH. Los hidrogeles pH-sensibles
lograron incorporar la IgY de una manera eficiente, sugiriendo que los mismos
podrian ser utilizados para proteger la IgY durante el pasaje gastrico, cuando es
administrada en forma oral para inmunoterapia pasiva.
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Figura 1: Espectros FTIR de los hidrogeles conteniendo IgY (hidrogel-IgY), los
hidrogeles solos (hidrogel) y la IgY sola (IgY).

Tabla 1: Composicién

proporciones para la sintesis de los hidrogeles pH-sensibles

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
1:1% 0,5:1%* 2:1% 1:0,5%* 1:2%

AAmM/BAAmM 0,925 ml 0,462 ml 1,85 ml 0,925 ml 0,925 ml
AAc 1,775 ml 1,775 ml 1,775 ml 0,887 ml 3,55 ml
Temed 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Persulfato de Amonio | 0,02 gr 0,02 gr 0,02 gr 0,02 gr 0,02 gr
Agua destilada 7,2 ml 7,663 ml 6,275 ml 8,088 ml 5,425 ml
AAm (Acrilamida); BAAm (N,N’-metilenbisacrilamida); AAc (acido acrilico);

*Relacion AAm: AAc.

Tabla 2: Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles pH-sensibles incubados
24 horas en buffers con diferentes pH

pH 2,2

pH 5,5

pH 7,4

pH 10

Grupo A

53,69 + 2,61

99,23 £ 0,04

99,29 £ 0,02

99,39 £ 0,05

Grupo B

68,90 £ 1,19

99,41 £+ 0,05

99,42 £+ 0,07

99,62 £+ 0,06

Grupos C

3,89 £ 6,74

99,57 £ 0,01

99,42 £ 0,07

99,49 £ 0,11

Los datos son presentados como media + desvio estandar.




