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DESCRIPCION
Hidrogel a base de polimeros
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un hidrogel a base de polimero antimicrobiano de cicatrizacion de heridas y
antienvejecimiento.

Antecedentes de la invencion

La funcién basica de la piel es crear una barrera que pueda proteger al cuerpo contra los dafios y efectos
ambientales, y asegurar la homeostasis. De este modo, cualquier deformacion que pueda ocurrir en la integridad de
la piel puede dejar al cuerpo humano vulnerable a muchas situaciones patologicas tales como infeccion,
deshidratacion extrema, desequilibrio electrolitico, etc. (Baum and Arpey, 2005). Por esta razon, los grandes dafios
que pueden ocurrir en la piel debido a enfermedades o lesiones causan disfunciones graves e incluso muertes
(Singer and Clark, 1999). Inmediatamente después del deterioro de la integridad de la piel, la cicatrizaciéon de
heridas comienza en el cuerpo. Este es un evento complejo donde una serie de eventos bioldgicos se suceden
regularmente, y en su mayoria termina con una regeneracién parcial o completa del tejido. En general, la
cicatrizacion de heridas se compone de cuatro fases interconectadas que son la homeostasis, la inflamacién, la
proliferacion y la remodelacion (Diegelmann and Evans, 2004). Aunque el organismo esté organizado para cerrar y
remodelar la herida, muchos factores independientes del organismo pueden retrasar el procedimiento al afectar la
cicatrizacion de heridas y causar la formaciéon de heridas cronicas. Por ejemplo, la contaminacién microbiana que
puede ocurrir en el area de la herida y los productos (endotoxina, metaloproteinasa, etc.) formados por estos
microorganismos pueden impedir la restauracion de la integridad de la piel al afectar negativamente el procedimiento
de cicatrizacion (Robson, 1997). Como la colonizacién microbiana que se forma en la superficie de la herida es un
entorno polimicrobiano que aloja muchos patégenos, el riesgo de infeccion de la herida es alto (Bowler et al., 2001).
La infeccion de la herida retrasa la cicatrizacion de heridas y aumenta el trauma, y los procedimientos de tratamiento
son mas complejos y costosos.

Zoutman et al., con el estudio han demostrado que la infeccion de la herida aumenta la duraciéon de la
hospitalizacion del paciente en un promedio de 10.2 dias y que esto conlleva un coste adicional de $3,937 por
paciente (1998).

Para evitar la contaminacion del area de la herida por cualquier microorganismo, las células del sistema inmunitario
estimuladas por el factor de crecimiento y las citocinas migran al area de la herida. En la etapa de inflamacién que
ocurre justo después de que ocurre la herida, los neutréfilos y los macrofagos llegan al area de la herida. Ademas de
estos, los linfocitos y monocitos también van al area de la herida, se transforman en macréfagos y ayudan al sistema
de defensa. Los neutréfilos y macrofagos que han alcanzado el area de la herida inhiben los microorganismos en el
area de la herida al producir una gran cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Gordillo and Sen, 2003). Si
existe una contaminacién microbiana extrema en el area de la herida, las densidades de neutréfilos y macréfagos
aumentan y estas células, que producen cantidades excesivas de ROS, causan destruccion de tejidos y células.
Esta destruccion retrasa la cicatrizacién de heridas. Las especies reactivas de oxigeno interactian con el ADN, las
proteinas y los lipidos y causan su degradacion. Las especies ROS se unen al ADN y causan rupturas y mutaciones
de doble o unica cadena (Bartosz, 2008). Ademas de eso, causan lisis de las células al causar la peroxidaciéon
lipidica ROS (Panchatcharam et al., 2006). Otro ejemplo de los impactos negativos de las especies ROS en la
cicatrizacion de heridas es el hecho de que las especies ROS, tales como el perdoxido de hidrégeno, reducen la
proliferaciéon y la migracion de muchas células, como los queratinocitos (O'Toole et al., 1996). Sin embargo, se han
desarrollado ciertas adaptaciones contra las especies de ROS para mantener la integridad de la piel. La
desintoxicacion de ROS es proporcionada por dos estrategias diferentes en la célula. ROS es eliminado por
pequefias moléculas antioxidantes tales como el acido graso poliinsaturado, ascorbato o azucares (principalmente
manitol) o con superéxido dismutasa (SOD), catalasa y diversas peroxidasas (por ejemplo, glutation peroxidasa)
(Steiling et al., 1999). Entre estas enzimas, la superéxido dismutasa (SOD) permite la transformacion del anion
radical superéxido, que se forma principalmente en el procedimiento de cicatrizacion de heridas, en peréxido de
hidrogeno (Ulrich et al., 2006). Aunque el perdxido de hidrogeno no es radical, se debe descomponer
inmediatamente debido a su capacidad de transformacion en radical hidroxilo. La reaccion de reducir el peréxido de
hidrogeno al agua generalmente se realiza con la ayuda de las enzimas catalasa y glutation. Durante la cicatrizacion
de heridas, si la cantidad de estas enzimas es menor que la de las especies ROS, causan dafio al ADN,
peroxidacion lipidica y de proteinas en el area de la herida y, de este modo, retrasan la cicatrizacion de heridas.

La comunicacion celular, la formacion de la matriz extracelular (ECM), los factores de crecimiento y la liberacion de
citocinas se deben completar para una cicatrizaciéon completa en el procedimiento de cicatrizacion de heridas. La
formacion de ECM se incluye casi en todo el procedimiento de cicatrizacién de heridas y tiene un lugar importante.
En general, los componentes que forman la ECM se sintetizan y combinan fuera de la superficie celular y, de este
modo, proporcionan integridad estructural y funcional a los tejidos y 6rganos conectivos. La sintesis de ECM y el
almacenamiento fuera de la célula estan habilitados por los medios de transmision de sefal, los factores de
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crecimiento y la liberacion de citocinas proporcionados por los receptores de la superficie celular (Schultz and
Wysocki, 2009). Las células de fibroblastos sintetizan diversos tipos de colageno justo después de la formacién de la
herida para recuperar el dafio que se ha producido en el tejido y mantener la integridad (McPherson and Piez, 1988).
El colageno tipo 1 y 3 proporciona resistencia a la traccion de la piel y, por lo tanto, permite que la piel sea fuerte y
resistente contra el estrés mecanico.

Al principio, se pensaba que el colageno era necesario solo para mantener la integridad de la piel, sin embargo,
nuevos estudios han demostrado que el colageno también es importante para la sintesis de muchas proteinas
necesarias para la forma celular y la diferenciacién, migracion y cicatrizacion de heridas (Brett, 2008). Para asegurar
una migracion efectiva de los queratinocitos, debe haber una cantidad suficiente de colageno tipo 1 en el area de la
herida.

Otra proteina de matriz extracelular importante es la fibronectina. La fibronectina, que es una glicoproteina adhesiva
sintetizada por las células en el area de la herida, sirve para la adhesion celular, el crecimiento, la migracién celular y
la diferenciacion. La fibronectina actia como un adhesivo biolégico debido a su estructura molecular y funciona
como un puente importante para que la célula se comunique con las otras proteinas de la matriz extracelular (Clark,
1990). La fibronectina y la fibrina permiten la adhesion celular y la migracién al producir una matriz temporal en el
area de la herida. Sin embargo, cuando se completa la regeneracion dermalepidérmica, la fibronectina en su
mayoria permanece limitada con la region de la membrana basal de la regién de conexidon dermoepidérmica (Schultz
and Wysocki, 2009). De este modo, la fibronectina tiene efectos que varian segun ciertas etapas de cicatrizacion de
heridas.

El aumento de la remodelacion y sintesis de ECM también retrasa el envejecimiento de la piel. A medida que la capa
de ECM en la piel envejecida se vuelve mas fragil, se producen arrugas. La composicion de la piel que ha
envejecido debido a factores internos o externos puede haber sido causada por una reduccién de la cantidad o una
deformacion de la ECM en la capa de la dermis (Takasao et al., 2012). De este modo, la induccién de colageno tipo
1, que constituye el 90% de la composicion de ECM en la capa de la dermis, y la sintesis de fibra elastica permite
que la piel se mantenga joven al retrasar el envejecimiento (Fernandes and Signorini, 2012).

No solo la deficiencia de ECM sino también la redundancia de ROS juega un papel importante en el envejecimiento.
Las ROS, que se producen debido a condiciones ambientales, provocan un aumento (regulacién positiva) de las
metaloproteinasas de la matriz que particularmente sirven para la destruccion de la ECM al aumentar la inflamacion
en la piel (Pillai et al., 2005). Ademas de causar inflamacion, los derivados de ROS provocan dafios en la superficie
de la piel al causar carbonilaciéon de proteinas y peroxidacion lipidica (Masaki, 2010). Por estas razones, dado que
aumentar las actividades de las enzimas (por ejemplo, SOD, glutatién peroxidasa y catalasa) que sirven para la
eliminacion de ROS reducira las degradaciones que pueden ocurrir en la piel, retrasara el envejecimiento.

Aunque el boro es un oligoelemento importante para las plantas, su actividad y mecanismo en el sistema de
mamiferos no se ha entendido completamente. En varios estudios realizados hasta la fecha, se reivindica que varios
compuestos que contienen boro pueden ser efectivos en el procedimiento de cicatrizacion de heridas. Se observd
que la administracion topica de acido bdrico al 3% en las heridas redujo la duracién de la estancia en unidades de
cuidados intensivos en tres veces (Nzietchueng et al., 2002). Adicionalmente, se ha demostrado en estudios in vitro
que el acido bérico aumenta las proteinas de la matriz extracelular (Benderdour et al., 1998). Se reivindicé que el
acido bodrico reduce la sintesis de moléculas intracelulares (proteoglicano, colageno y proteinas) y aumenta la
liberacion de estas moléculas al medio de cultivo (Benderdour et al., 1997). Aparte de esto, aunque se encontré que
cuatro compuestos diferentes (borato de trietanolamina; acido N-dietilfosforamidato-propilborénico); 2,2 dimetilhexil-
1,3-propanodiol-aminopropilboronato 'y 1,2 propanodiol-aminopropil-boronato) que son derivados de boro
proporcionan mas proteina de matriz extracelular que el acido bodrico, también se afirmé que estos compuestos son
mas toéxicos que el acido bérico (Benderdour et al., 2000).

Se demostroé en los estudios in vitro que se realizaron que el compuesto de borato de sodio, que es otro compuesto
de boro, aumenta la migraciéon celular aunque no tiene efecto proliferativo en los queratinocitos humanos
(Chebassier et al., 2004a) y aumenta los niveles de metaloproteinasa-2 (MMP-2) y enzimas metaloproteinasa-9 de la
matriz (MMP-9) que sirven para la migracion de células dérmicas y el modelado de tejido de granulacién que son
etapas importantes en el procedimiento de cicatrizacion de heridas (Chebassier et al., 2004b).

Los poloxameros son polimeros sintéticos que tienen una estructura tribloque compuesta de unidades de 6xido de
polipropileno hidréfobas y unidades de 6xido de polietileno hidréfilas. El poloxamero se puede usar para transportar
agentes terapéuticos, farmacos y genes (Batrokova and Kabanov, 2008). Debido a sus estructuras anfifilicas, sirven
como surfactantes y pueden interactuar con las membranas. En soluciones, se pueden absorber farmacos y se
pueden usar para transportarlos formando micelas a concentraciones superiores a la concentracion critica de
micelas (Kabanov et al., 1995). Se pueden usar en biorreactores para mejorar la viabilidad celular y disminuir el
estrés de agitacion (Ramirez and Mutharasan, 1990).

El documento de la Patente de los Estados Unidos con el nimero US2010286010, una de las aplicaciones
conocidas en la técnica, describe una solucién acuosa para limpiar y desinfectar lentes de contacto.
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El documento de la Patente China con el numero CN102885768, una de las aplicaciones conocidas en la técnica,
describe un colirio en gel in situ con pranoprofeno y un método de preparacion del mismo.

El documento de la Patente Britanica con el nimero GB2362100, una de las aplicaciones conocidas en la técnica,
describe hidrogeles que comprenden poloxameros para el tratamiento de heridas.

Resumen de la invencion

El alcance de esta invencién esta definido por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcion a los
métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente
invencién para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para
diagnostico).

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un hidrogel a base de polimero antimicrobiano.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un hidrogel a base de polimero antienvejecimiento.

Un objetivo adicional de la presente invencion es proporcionar un hidrogel a base de polimero para la cicatrizacion
de heridas.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un hidrogel a base de polimero que actua rapidamente en el
area lesionada.

Un objetivo adicional de la presente invencion es proporcionar un hidrogel a base de polimero que evite la formacion
de cicatrices y permita el cierre rapido de la herida en el area donde se aplica.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un hidrogel a base de polimero de bajo coste.
Descripcion detallada de la invencion

El "hidrogel a base de polimero" desarrollado para cumplir los objetivos de la presente invencion se ilustra en las
figuras adjuntas, en las que:

La figura 1 muestra el efecto de la combinacion de 15 pug/ml de NAB y poloxamero en la viabilidad celular de L929
(NAB: pentaborato de sodio pentahidratado; NAB + Poloxamero: Gel).

La figura 2 muestra el efecto dependiente del tiempo de combinaciones de 15 pug/ml de NAB y poloxamero en la
viabilidad celular de L929 (NAB: pentaborato de sodio pentahidratado; NAB + Poloxamero: Gel).

La figura 3 muestra el efecto de la combinacién de gel y el pentaborato de sodio pentahidrato, que se usa como el
ingrediente activo, en ocho concentraciones altas diferentes en el intervalo de 1-8 mg/ml en la viabilidad celular de
L929.

La figura 4 muestra el efecto del pentaborato de sodio pentahidratado, que se usa como ingrediente activo en la
combinacién de gel, a nueve concentraciones altas diferentes en el intervalo de 10-200 ug/ml sobre la viabilidad
celular de fibroblastos humanos.

La figura 5 es la vista del efecto de la combinacion de gel y diferentes combinaciones de las moléculas usadas en la
combinacion sobre el cierre de heridas in vitro de L929.

La figura 6 es la vista del cierre de heridas in vitro en células de fibroblastos humanos.

La figura 7 es la vista de los resultados del cierre de la herida in vitro de (a) cocultivo L929/HUVEC, (b)
queratinocitos y (c) cierre de la herida de fibroblastos humanos.

La figura 8 es la vista de los resultados de (a) niveles de genes Akt, (b) Bax y (c) p53.

La figura 9 es la vista de los resultados de niveles de (a) glutation peroxidasa, (b) superdxido dismutasa y (c)
malondialdehido.

La figura 10 es la vista de los resultados del andlisis de cariotipo de células de fibroblastos humanos.

En el estudio de la presente invencién, se desarrolla una formulacién de gel de cicatrizacion de heridas combinando
polimeros de poloxamero y componente de boro en un gel a base de carbopol.
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Estudio experimental
Preparacion del gel

El gel, que se usard como portador para las moléculas activas, se prepara usando 1% de carbopol. En la
preparacion del gel, el agua destilada, a la que se agrega 1% de carbopol, se deja para hidrataciéon a temperatura
ambiente. En el procedimiento de hidratacion, el carbopol se gelifica agregando 1.6 gramos de NaOH al 18% a una
solucion de 1 litro completamente saturada de agua. Se agregaron 3% del compuesto de boro y 4% de poloxamero
a la mezcla de gel que se homogeneizé mezclando después de completar la hidratacion. La mezcla se almacené a 4
°C, durante 16-24 horas y lista para usar.

En la preparacién del hidrogel de la presente invencion, se usa pentaborato de sodio pentahidrato como el
compuesto de boro.

Estudios de analisis
Método de difusion del disco

La propiedad antimicrobiana de la composicién de hidrogel desarrollada se probd segun el método de difusion de
disco que se describe previamente en la literatura (Lalitha and Vellore, 2005). La solucién de 100 ul que contenia 108
ufc/ml de bacterias, 108 ufc/ml de levadura y 10* esporas/ml de hongos se prepar6 con nuevos cultivos y se inoculo
con un método de dispersién en agar nutritivo (NA), agar dextrosa Sabouraud (SDA) y agar de dextrosa de patata
(PDA), respectivamente. Se introdujeron 20 ul de combinacion de hidrogel en los discos vacios que luego se
colocaron en los medios inoculados. Se usé hidrogel que no contenia el ingrediente activo como control negativo. En
cuanto al control positivo, se usaron ofloxacina (10 pg/disco) y nistatina (30 pg/disco) para bacterias y hongos,
respectivamente. Las placas de Petri inoculadas se incubaron durante 24 horas para bacterias y 48 horas para
levaduras a 3611 °C y 72 horas para hongos a 25+1 °C. La actividad antimicrobiana contra microorganismos
probados en el método de difusion de disco se evalué midiendo la zona de inhibicion.

Determinacion de toxicidad celular

El efecto toxico de la combinacién de gel preparada se determind usando el método de MTS (3-(4, 5-dimetil-tiazol-2-
il)-5-(3-carboxi-metoxifenil)-2- (4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) dado en la literatura (Yalvac et al., 2009). Las moléculas
usadas en el gel se prepararon solas o en combinacion en el medio y se aplicaron en las lineas celulares L929
(fibroblastos de raton), HF (fibroblastos humanos) y queratinocitos humanos que se sembraron en placas de cultivo
de 96 pocillos (5000 células/pocillo) contando. La respuesta de las células a la toxicidad de las moléculas se
determin6 midiendo la viabilidad celular durante 3 dias. La viabilidad celular se determiné usando un método llamado
MTS que mide la actividad enzimatica de la deshidrogenasa mitocondrial de la célula. La sustancia MTS agregada a
las células junto con el medio da como resultado la formacién de cristales de formazan coloreados como un
indicador de la viabilidad celular. EI cambio de color resultante se evalué en funcion de la mediciéon de la
absorbancia usando un lector de placas ELISA (Figura 1, 2, 3, 4, 5). Los resultados obtenidos se analizaron.

Modelo de rasguiio de cicatrizacion de heridas

Para determinar el efecto del gel sobre la cicatrizacion de heridas, se analizé su capacidad para la migracion celular
y el cierre de la herida usando el ensayo de rasgufio descrito en la literatura (Walter et al. 2010). En el modelo de
cicatrizacion de heridas in vitro, se usaron lineas celulares de L929 (fibroblastos de ratén), HF (fibroblastos
humanos) y queratinocitos humanos y cocultivo de L929-HUVEC. Las células se sembraron en placas de cultivo de
12 pocillos a una concentracion de 100,000 células/pocillo, y almacenandolas en una incubadora de dioxido de
carbono para que pudieran unirse y alcanzar la densidad suficiente. Los arafiazos se formaron usando una punta de
pipeta de 200 pl de modo que sean perpendiculares a las lineas horizontales dibujadas por una pluma de acetato
desde el centro de los pocillos hacia el exterior de los pocillos. Se aplicé una combinacion de gel en las células y se
observé un cierre de arafiazo. El cierre de arafiazo (Figura 6-7) se analizdé usando el programa NIH Image al
fotografiar las regiones de los arafiazos que corresponden a las lineas dibujadas por una pluma de acetato y que
estan en el campo de vision del microscopio a las 0, 12 y 24 horas.

PCR en tiempo real

Los analisis de PCR en tiempo real (reaccion en cadena de la polimerasa) se realizaron segun la literatura usando el
método SYBR Green (Yalvac et al, 2010). Los cebadores que pertenecen a los genes colageno, fibronectina,
laminina, Akt, Bax y P53 se disefiaron usando el software de cebador BLAST (The National Center for
Biotechnology= NCBI). Se aislaron los ARN totales de las células en las que se aplicd la combinacién de gel y se
sintetizé el ADNc. Los ADNCc sintetizados se mezclaron con cebadores en una solucion de mezcla SYBR Green de
modo que el volumen final sera de 20 pul y los niveles de expresion de los genes (Figura 8) se analizaron usando el
dispositivo BIO-RAD.
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Examen de los parametros del estrés oxidativo.

Los parametros antioxidantes se determinaron mediante analisis de actividad de enzima glutation peroxidasa y
enzima superoxido dismutasa y analisis de los niveles de MDA (malondialdehido). Las células que se sometieron a
la combinacion de gel, al agente activo y solo al medio para fines de control en placas de cultivo de 6 pocillos se
recogieron y se realizo el aislamiento de proteinas de las pellas celulares usando una solucion reguladora RIPA. Las
concentraciones de las proteinas aisladas se determinaron midiendo la absorbancia y dibujando una curva estandar
a una longitud de onda de 595 nm con solucién de Bradford en placas ELISA de 96 pocillos usando estandares de
proteina de albumina bovina (0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 mg/ml). Los ensayos de actividad enzimatica y los
niveles de MDA se determinaron de manera que cumplan con los protocolos dados en los kits comerciales (Figura
9).

Analisis cromosoémicos.

Se determind si la combinacion de gel causa anomalia cromosdmica usando analisis citogenéticos segun la
literatura (Yalvac et al., 2011). Las células se cultivaron hasta una concentracion del 50% en placas de cultivo celular
T-75 de manera que haya un grupo de ingrediente activo y un grupo de control. Las células se almacenaron
principalmente en una soluciéon de disolucion de cromosomas durante 2.45 horas y luego en una solucién de
detencion de metafase durante 75 minutos. Después de que las células se recogieron con tripsina, se fijaron con
fijador Carnoy, se extendieron sobre portaobjetos de vidrio, se incubaron a 65 °C, durante la noche, se tifieron con
Giemsa y se analizaron las apariencias en metafase mediante un microscopio 6ptico (Figura 10).

Resultados experimentales

Se realizaron analisis de viabilidad celular in vitro en células L929 (células de fibroblastos de ratén) con el fin de
determinar los efectos toxicos de las moléculas, solas o en combinacién, en la mezcla de gel compuesta de
combinacion de pentaborato de sodio pentahidrato y polimero de poloxamero. Se observé que la mezcla de 15 pg/ml
de pentaborato de sodio pentahidrato y poloxamero, que se utilizd en la preparacién del gel, no tuvo un efecto toxico
en las células de fibroblastos de raton usadas como células modelo en experimentos de cicatrizacion de heridas.
Después de los analisis MTS que se realizaron durante un periodo de tres dias, se determiné que la combinacion de
gel y las sustancias usadas en su composicion no tenian efecto toxico (Figura 1).

Los andlisis de toxicidad se repitieron para descubrir el efecto dependiente del tiempo y el periodo de metabolizacion
adecuado para el gel con las concentraciones y combinaciones usadas en los analisis de viabilidad celular. Se
realizaron experimentos MTS con células L929 a las 3, 6, 9 y 12 horas y se determiné el periodo de actividad
optimo. Después de los analisis, se determind que la aplicacion de 9 horas era el periodo de tiempo en el que se
observaba la actividad maxima (Figura 2).

Con el fin de descubrir si el pentaborato de sodio pentahidrato usado como ingrediente activo dentro de la
combinacion de gel tiene efectos negativos sobre la viabilidad celular a altas concentraciones en condiciones in vitro,
se realizaron analisis de toxicidad durante tres dias para la mezcla de gel preparada dentro de carbopol usado como
8 concentraciones diferentes que varian entre 1 y 8 mg/ml y una molécula portadora. Cuando se analizd
estadisticamente, se determind una cantidad significativa de efecto tdxico a concentraciones superiores a 5 mg/mli
(Figura 3).

Después de los analisis de toxicidad realizados en células de fibroblastos de ratéon, también se completaron los
andlisis de viabilidad celular en la linea celular de fibroblastos humanos. Los analisis de viabilidad celular se
realizaron en fibroblastos humanos en condiciones in vitro usando nueve concentraciones diferentes que varian
entre 10 y 200 pg/ml. No se observé ningun efecto toxico a las concentraciones aplicadas (Figura 4).

En condiciones in vitro, el ensayo de cicatrizacion de heridas se realizé rascando las células que crecen como una
sola capa y analizando la cicatrizacion, fotografiando el area de la herida en ciertos periodos de tiempo. Se realizé
un experimento de cierre de heridas con células L929 en condiciones in vitro para determinar la actividad de la
formulacion de gel preparada en la cicatrizacion de heridas. El area de la herida fue analizada por el programa de
imagenes NIH fotografiando la herida a las 0, 12 y 24 horas. Mientras que en el primer periodo de 12 horas, el
pentaborato de sodio pentahidratado usado como ingrediente activo en el gel fue mas eficaz que la combinacion de
gel; al final del control de 24 horas, se determiné que la combinacién de gel aumentaba sustancialmente el cierre de
la herida. Al final de las 12 horas, se observé aproximadamente un 49% de cierre en el grupo de control, mientras
que se observaron 71% y 64% de cierre en el grupo al que se administraron pentaborato de sodio pentahidratado y
la combinaciéon de gel, respectivamente. Al final de las 24 horas, mientras que la tasa de cierre de la herida del grupo
de control fue del 75%, en los grupos a los que se administré la combinacion de pentaborato de sodio pentahidrato y
gel, las tasas de cierre de la herida se midieron como 84% y 91%, respectivamente (Figura 5)

Los experimentos de cicatrizacion de heridas in vitro se repitieron usando células de fibroblastos humanos. El cierre
de la herida se analizé tomando fotografias a las 12 y 24 horas. Cuando se analizaron las tasas de cierre de heridas,
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se determind que el pentaborato de sodio pentahidratado usado en el gel era mas eficaz en la cicatrizacion de
heridas que el grupo control y la combinacién de gel. Al final de un periodo de 12 horas, la tasa de cierre de la herida
del grupo de control se determind como 39%, mientras que las tasas de cierre de la herida de los grupos a los que
se administré pentaborato de sodio pentahidratado y combinacion de gel fueron 58% y 54%, respectivamente. Al
final de las 24 horas, la tasa de cierre de la herida del grupo control se midi6 como 67%, mientras que las tasas de
cierre de la herida de los grupos a los que se administré pentaborato de sodio pentahidratado y combinacion de gel
se midieron como 91% y 85%, respectivamente (Figura 6).

Se realizaron experimentos de cocultivo para imitar la cicatrizaciéon de heridas en la piel. La cicatrizacién de heridas
se analiz6 cultivando células de fibroblastos de raton L929 y células endoteliales HUVEC en condiciones in vitro. Al
final de un periodo de tiempo de 12 horas, la tasa de cierre de la herida del grupo de control se determiné como
41%, mientras que las tasas de cierre de la herida de los grupos a los que se administré pentaborato de sodio
pentahidrato y combinacién de gel se determinaron como 59% y 54 %, respectivamente. Al final de las 24 horas, la
tasa de cierre de la herida del grupo de control se midié en un 76%, mientras que las tasas de cierre de la herida de
los grupos a los que se administré pentaborato de sodio pentahidrato y combinacion de gel se midieron en un 100%
y 97%, respectivamente. Se determind que el ingrediente activo pentaborato de sodio pentahidrato y la combinacion
de gel fueron mas efectivos en la cicatrizacién de heridas en comparacion con el grupo control (Figura 7).

Se realizaron analisis de PCR en tiempo real para mostrar la actividad de la combinacion de gel preparada en la
cicatrizacion de heridas en el nivel de expresiéon génica. Los analisis realizados a nivel de expresion génica se
completaron analizando los genes que afectan la migracion celular y los genes apoptéticos. La disminucién en los
niveles del gen Akt es un factor que afecta el cierre de la herida en las células y la disminucion en el nivel del gen es
un indicador del aumento en la migracion celular (Jones et al., 2010). Los genes Bax y p53 juegan un papel en el
mecanismo apoptoético y la disminucion en sus niveles de expresion se considera un indicador de la proliferacion
celular. Los resultados del andlisis realizado mostraron que la combinacién de gel y la molécula activa usada en la
combinacién disminuyeron los niveles de genes apoptoéticos y los niveles de genes akt (Figura 8).

El estrés oxidativo es un factor que es eficaz en el procedimiento de cicatrizacion de heridas y el envejecimiento de
la piel. Con la actividad de diversas enzimas antioxidantes, se eliminan las especies reactivas de oxigeno producidas
en el cuerpo y sus efectos nocivos. El efecto de la combinacion de gel desarrollada en la presente invencion sobre la
actividad enzimatica antioxidante se determiné midiendo los niveles de glutation peroxidasa, superdxido dismutasa
(SOD) y malondialdehido (MDA). La glutatiéon peroxidasa, la superdxido dismutasa y el malondialdehido se usan en
la literatura en estudios de cicatrizacion de heridas como un indicador para observar los efectos del estrés oxidativo.
SOD convierte el ion superdxido en peroxido de hidrégeno y el peroxido de hidrégeno resultante se convierte en
agua con glutation peroxidasa en lisozima. Adicionalmente, la MDA también se produce como resultado de la
peroxidacion lipidica y causa mutaciones al interactuar con el ADN. El aumento de la actividad de la enzima glutation
peroxidasa y superéxido dismutasa y la disminucion del nivel de MDA se consideran indicadores de una cicatrizacion
de heridas eficaz (Bayati and Abdulla, 2012). El hecho de que la glutation peroxidasa tiene un efecto protector en la
etapa de inflamacién de la cicatrizacion de heridas se demuestra en los estudios realizados (Munz et al., 1997). La
actividad de la glutation peroxidasa se mide indirectamente analizando la oxidacion de NADPH (Nicotinamida
Adenina Dinucledtido Fosfato) basada en la absorbancia. Se determind una cantidad sustancial de actividad
enzimatica en la combinacion de gel y los grupos de pentaborato de sodio pentahidrato en comparacién con el grupo
de control. La actividad de la enzima superoxido dismutasa se determiné indirectamente. El alto nivel de actividad
enzimatica se observé en la combinacion de gel y los grupos pentaborato de sodio pentahidrato.

Cuando se analizaron los niveles de malondialdehido, que son indicadores de la peroxidacion lipidica, se observaron
niveles bajos de MDA en la combinacion de gel y los grupos de pentaborato de sodio pentahidrato en comparacion
con el grupo de control. Cuando se examinaron los parametros de estrés oxidativo, se determiné que el grupo de
pentaborato de sodio pentahidrato solo era mas eficaz que la combinacion de gel (Figura 9).

Se realizaron analisis de cariotipo para determinar si la combinacion de gel preparada causé una anomalia
cromosoémica en las células. Los resultados mostraron que cuando se aplicaron de pentaborato de sodio
pentahidrato y combinacién del gel, las células mantuvieron sus cariotipos normales (Figura 10).

Mediante el uso del "hidrogel basado en polimero" de la presente invencion; locién, crema, emulsién, pulverizador,
espuma, gelatina, pasta, polvo o yesos, placa de piel y apdsitos para heridas pueden desarrollarse en diferentes
composiciones terapéuticas que son antimicrobianas (antibacterianas, anticandidales, antifingicas) y curacion rapida
de heridas, y que previenen la formacién de arrugas y cicatrices.

Se pueden agregar todo tipo de perfumes, humectantes y surfactantes, que no interactuaran quimicamente con los
productos en las formulaciones, a dicho hidrogel a concentraciones adecuadas de modo que no reduzcan las
propiedades antimicrobianas, de cicatrizacion de heridas y de antienvejecimiento de los mismos.

La formulacién de hidrogel descrita en el presente documento de patente se puede usar en todos los productos
médicos, productos de cuidado personal, aplicaciones cosmeéticas, formulaciones de farmacos y aplicaciones
médicas una vez optimizada.
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REIVINDICACIONES

1. Hidrogel; que es contra el envejecimiento, cicatrizante de heridas y antimicrobiano que se obtiene al agregar
pentaborato de sodio pentahidrato y poloxamero al gel que se usa como portador.

2. Hidrogel segun la reivindicacion 1, caracterizado por el uso de pentaborato de sodio pentahidrato al 3%.
3. Hidrogel segun las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por un 4% de poloxamero usado en el gel preparado.

4. Hidrogel segun las reivindicaciones 1 a 3, que se puede usar en una locién, crema, emulsion, pulverizador,
espuma, pasta, polvo, yeso, placa de piel, apésitos para heridas.
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