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Capitulo I. INTRODUCCION

1.1 Resumen

En el presente trabajo de tesis se propone la sintesis de un copolimero entrecruzado
usando monomeros funcionalizados con &cido salicilico e indometacina. El
biomaterial obtenido fue un hidrogel el cual se estudié su comportamiento a estimulos
fisioldgicos de pH y temperatura e investigar su aplicacion mediante estudios in vitro.
Se realiz6 la sintesis de los metacriloiloxibenzoico (MAOB) a partir de acido salicilico
y anhidrido metacrilico catalizado por DMAP por medio de una esterificacion y
metacriloiloxietilo de indometacina (MOEIN) se obtuvo a partir de la sintesis de
indometacina y HEMA usando como agente acoplante DCC catalizado por DMAP.
Individualmente, se purificaron y caracterizaron médiate FTIR-ATR. La sintesis de
hidrogel se realizd en proporciones 9:1 de MAOB y MOIEN respectivamente utilizando
como solvente DMSO, como agente entrecruzante dimecrilato de etilenglicol
(EGDMA) y Azobisisobutinilitrilo (AIBN) como iniciador utilizando el método de
polimerizacion por disolucién via radicales libres con ayuda de placas de vidrio con
espaciadores de plastico. Los estudios de liberacion se realizaron a condiciones
fisiologias de temperatura 37°C y pH 7.4 con tiempos de muestreo de 1, 2, 4, 6, 8, 12,
24,48 ,72 ,96, 120 ,168 horas. El estudio del grado de hinchamiento del hidrogel fue
realizado con respecto al pH (1.2, 5.5, 7.4), por medio de calculo gravimétrico se
obtuvo el grado de hinchamiento cuyos resultados revelan que los hidrogeles son mas
sensibles a pH mas altos (pH>7.4) se presenta una fase de transiciébn de
hinchamiento, mientras que a pH 1.2 no se presenta, por otro lado, los hidrogeles pH
5.5 presentan un ligero hinchamiento mostrando que los hidrogeles son pH sensibles.
Por medio del estudio de cromatografia de liquidos de alta resolucion se compar6 una
muestra con un estandar de referencia de acido salicilico e indometacina las muestras
de liberacion, esto con fines de determinar las concentraciones de la liberacion
ademas de confirmar que asi se liberara los farmacos. Haciendo uso de la
metodologia MTT se realizaron pruebas de viabilidad celular en fibroblastos y en

melanomas donde la viabilidad celular en fibroblastos fue de 88% y de melanoma 70



de manera que los hidrogeles son citotéxicos para las células de melanoma, pero no
para las células de fibroblastos.

[.2 Planteamiento del problema

En el proceso de cicatrizacion de heridas existen cuatro fases, que son hemostasia,
inflamacion, proliferacion y remodelacion (Farnaz Esmaeili. 2015). La fase
inflamatoria implica la activacion del sistema inmunitario innato, los neutrofilos y los
monocitos son las principales células que migran rapidamente al sitio de la herida tras
la lesion. Consiste principalmente en la permeabilidad vascular, la migracion activa
de células sanguineas y el paso de constituyentes del plasma al tejido lesionado
(Holzer-Geissler et al., 2022).

Debido a que los macrofagos y neutréfilos secretan muchas especies reactivas de
oxigeno en la etapa de inflamacién provoca como consecuencia el dafio los tejidos o
deteriora la funcidn de los queratinocitos y los fibroblastos (Huang et al., 2021). Un
inconveniente de la inflamacion es que a menudo provoca un cambio en el pH de la
herida, lo cual en ocasiones puede llegar a resultar en el retraso de la cicatrizacion de
heridas y complicaciones en casos extremos. Por lo tanto, es crucial prevenir la
inflamacion de la herida. El nivel de inflamacion puede revelar tanto el tiempo de
curacion como la calidad de la reparacion. Por el contrario, la inflamacion fuerte es
responsable del retraso en la cicatrizacion de heridas en pacientes cronicos (Holzer-
Kessler et al., 2022; Chucla et al., 2019; Schilrreff & Alexiev, 2022).

Las nuevas terapias pueden centrarse en lograr un equilibrio de fase inflamatoria en
la cascada de curacion al atenuar el dafio de la inflamacion conservando sus aspectos
beneficiosos que facilitara la reparacion del tejido. La liberacion controlada de
farmacos antiinflamatorios es una estrategia que se podria explorar para tratar de
atenuar y equilibrar el proceso inflamatorio para realizar la regulacion negativa de la
inflamacion temprana (Zhu et al., 2022).

Una de las principales preocupaciones de la atencion de la salud es la incidencia y la
carga de la herida, en 2018 mas de 8,2 millones de personas sufrieron heridas en los
EE. UU. y el costo de la atencion oscilé entre 28,1 y 96,8 mil millones de dolares. El
tamafio del mercado mundial del cuidado de heridas se valor6 en USD 18 400
millones y se espera que crezca a una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR)

del 3,9 % entre 2019 y 2026. Las heridas crénicas representan un gasto de mas de
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25 000 millones de USD al afio y afectan a mas de 6,5 millones de personas solo en
los EE. UU (Monika et al., 2022).

A medida que crece la poblacion y las personas viven mas tiempo, se espera que
aumenten los costos y el nimero de pacientes, afectando a alrededor de ¥4 de la
poblacion de edad avanzada para 2050. Los avances en el cuidado de heridas
durante el dltimo siglo han sido muy lentos. Un conocimiento mas profundo de la
estructura anatomica y la funcién de la piel durante la cicatrizacion de heridas cronicas
es esencial para el tratamiento de heridas cronicas. Ademas, sigue siendo un gran
desafio encontrar un nuevo tratamiento para las heridas crénicas (Schilrreff & Alexiev,
2022).

.3 Justificacion

En relacién con el planteamiento del presente problema, al tener evidencia que los
polimeros con respuesta a estimulos pueden ser una buena opcion para el uso de
formulaciones topicas ya que estos tendrian una aplicacion en el sitio especifico
donde se quiere llevar a cabo el efecto terapéutico reduciendo el proceso de
inflamacion agudo y por consiguiente generando las condiciones de homeostasis para
el proceso de reparacion del tejido.

En los ultimos afios ha cobrado importancia buscar diversas estrategias para el disefio
de farmacos con un enfoque de respuesta a estimulos quimico / bioquimico para
superar varias barreras que obstaculizan la administracion de farmacos haciendo en
el proceso farmacos para esa labor (Huang et al., 2021; Farnaz Esmaeili. 2015 ; Zhu
et al., 2022).

Esta documentado que los profarmacos poliméricos o el conjugado polimero-farmaco
son técnicas eficaces para el uso mejorado de farmacos para posibles nuevas
aplicaciones terapéuticas. Los farmacos que estan conjugados con polimeros
generalmente exhiben mayor estabilidad, una vida media prolongada, menor
inmunogenicidad y antigenicidad, solubilidad en agua, direccionamiento especifico a
tejidos o células entre otras propiedades. Los polimeros cumplen con la funcién de
ser un vehiculo del farmaco para la administracion (Huang et al., 2021; Zhu et al.,
2022).

11



I. 4 HipoGtesis

Se podrian sintetizar y desarrollar hidrogeles copolimerizacion a partir del monémero
acido 2- metacriloiloxibenzoico (MAOB) y metacriloiloxietilo de indometacina
(MOEIN), para evaluar su capacidad como matriz de respuesta a estimulos
fisiologicos (pH y temperatura), para el cargado y liberaciéon de acido salicilico e
indometacina, que podria brindar una alternativa en la industria farmacéutica como

sistema liberacion de activos estimulo sensible.

I. 5 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar, un nuevo hidrogel copolimerizado sensible a estimulos del
pH, a partir de un monémero derivado de acido salicilico y otro de indometacina.
Estudiar las propiedades del hidrogel, mediante experimentos de variacion de pH para
las pruebas de hinchamiento, ademas estudiar la hidrolisis/liberacion in vitro bajo

condiciones fisiolégicas de pH 7.4 y temperatura.

I. 6 Objetivos especificos

1.- Sintetizar y purificar los monémeros de acido 2-metacriloiloxibenzoico (MAOB) y
metacriloiloxietilo de indometacina (MOEIN).

2.- Caracterizar los mondémeros sintetizados a través de cromatografia de capa finay
espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

3.- Sintetizar el hidrogel a partir de los monémeros de MAOB y MOEIN mediante
disolucién via radicales libres, en forma de lamina en placas de vidrio.

4.- Caracterizar el hidrogel sintetizado por espectrofotometria de infrarrojo con
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

5.- Estudiar el comportamiento de hinchamiento del hidrogel con relacién a las
variaciones de pH.

6.- Realizar estudios de hidrolisis /liberacion in vitro en condiciones fisiologicas de pH
y temperatura simuladas, cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR).

7.- Realizar estudios en cultivo celular con células de cancer de melanoma y

fibroblastos por medio del método MTT.
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Capitulo Il. MARCO TEORICO

[I. 1 Polimero y mondmero

En los ultimos cien afos los polimeros han tenido una gran importancia por su amplia
aplicacion en diferentes sectores industriales tales como en el &rea de la medicina,
aeroespacial, automotriz, construccion, agricultura, biomateriales, etc. (Rogel
Hernandez Eduardo, 2020).
El término polimero se refiere por definicion a unas macromoléculas formadas a partir
de una serie de bloques, llamados mondmeros, generalmente conectados por
enlaces covalentes por lo cual dichas macromoléculas son de alto peso molecular. El
prefijo "poli" viene de la palabra griega para "muchos", por otro lado, prefijo griego
"mono" significa "tnico" y se refiere aqui a un solo bloque o la molécula mas pequeiia
usada como material de inicio de un polimero (Rogel Hernandez Eduardo, 2020;
Koltzenburg et al., 2017).
Partiendo del hecho de que un mondémero es la unidad o unidad mas pequefia usada
para formar un polimero es necesario saber cuando una molécula puede ser un
mondmero, por consiguiente, un monomero debe poder formar de dos a mas enlaces
covalentes a esta cualidad se le denomina funcionalidad (f) donde dicha funcionalidad
esta relacionada a los grupos funcionales de la molécula y su capacidad de reaccionar
para formar enlaces con otra molécula (Rogel Hernandez Eduardo, 2020). Se pueden
tener moléculas cuya f sea (Figura. - 1):

e f=1 Monofuncional: Formacién de dimeros.

e f=2 Bifuncional: Formacion de polimeros lineales.

e f>2 Polifuncional: Formacion de polimeros ramificados o polimeros

entrecruzados.

Gran parte de los monémeros cuentan con mas de un grupo funcional y esto permite
la posibilidad de generar polimeros por una variedad de métodos de reaccion
distintos. Dependiendo de la funcionalidad de dicho mondémero podemos tener
diferentes tipos de polimeros desde lineales, ramificados, dendrimeros, en estrella

hasta entrecruzados (Rogel Hernandez Eduardo, 2020;Koltzenburg et al., 2017).
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Figura. - 1 Lista de moléculas con relacion a su funcionalidad

Il. 2 Clasificacion de los polimeros

Al existir una gran variedad en la forma en la que se puede presentar los polimeros
se han propuesto diferentes formas en la cual se pueden clasificar los polimeros que
pueden partir dependiendo por:

Por su origen: En esta clasificacién pueden existir tres tipos de polimeros los cuales
son los de origen natural, sintético o semisintético. Se le considera como naturales
a todos aquellos se generan por organismo vivos en los cuales se pueden mencionar
los polisacaridos tales como la celulosa o el almidon. Por otro lado, los polimeros
sintéticos son todos aquellos que se pueden obtener de manera artificial por
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reacciones quimicas in vitro en un laboratorio como pueden ser, polimeros vinilicos,
poliamidas, poliésteres o poliuretano entre otros (Rogel Hernandez Eduardo,
2020;Koltzenburg et al., 2017).

Por estructura: de acuerdo a su arreglo molecular las estructuras de un polimero
pueden ser de manera lineal (se repite el mismo tipo de unién), ramificada (presencia
de cadenas laterales unida a la principal) entre los cuales pueden entrar los
dendrimero (es una macromolécula tridimensional de construccion arborescente) y
en forma de estrella, otra de las formas en la que se pueden presentar los polimeros
en redes tridimensionales o entrecruzados (unién de dos cadenas vecinas mediante
un tipo de enlace).

Método de sintesis: Por condensacion o adicion

Los métodos de sintesis son otras de las clasificaciones por las cuales se pueden
clasificar y diferenciar los polimeros dependiendo de la forma en que se construyan
las cadenas poliméricas en el curso de la poli reaccién de los mondémeros, se puede
distinguir entre crecimiento escalonado y reacciones de crecimiento en cadena estos
métodos son en base a las reacciones de adicion y de condensacion (Figura. - 2)
(Rogel Herndndez Eduardo, 2020;Koltzenburg et al., 2017).

Polimeros por reacciones de adicion
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Polimeros por reacciones de condensacion
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Figura. - 2 Tipos de reacciones para sintesis de polimeros
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Los polimeros por el método de sintesis por reacciones de adicién también conocidos
como polimerizaciones de crecimiento en cadena, en estas las unidades poliméricas
de mondmero van reaccionado una a la vez al formar un enlace en este proceso de
reaccion se da a tres etapas distintas de la reaccién (Rogel Hernandez Eduardo,
2020;McKeen, 2016).

e Iniciacion: En esta etapa se genera la especie reactiva por medio de un
catalizador (en las cuales se puede elegir formar un radical libre, carbocation o
carbanion) el cual comenzara a interactuar con el monémero pasando dicha
especie reactiva.

e Propagacion: Los monémeros a medida que pasa el tiempo van agregando a
la cadena polimérica creando asi un sitio activo para la siguiente union del
monomero, esta es la etapa mas larga de la reaccion.

e Terminacidon: Las especies reactivas formadas al alcanzar cierto tiempo

comenzaran a neutralizarse deteniendo el proceso de la propagacion.

El método de sintesis de polimeros por reacciones de condensacion (también llamado
por crecimiento escalonado) al reaccionar las unidades monoméricas y los grupos
terminales su crecimiento tenderan a liberar una molécula pequefia que en cuyo caso

puede ser agua, para este caso las moléculas monoméricas del polimero tendran dos
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grupos funcionales por cada molécula de reaccion las cuales pueden ser acidos
carboxilicos, halogenuros de acilo, alcoholes, aminas, etc. Teniendo un extremo
reductor y uno no reductor. Esta reaccion es de tipo reversible y alcanzara el equilibrio,
se detendra a menos que se elimine este pequefio subproducto molecular. Los
poliésteres y las poliamidas se encuentran entre los plasticos fabricados mediante
este proceso (Rogel Hernandez Eduardo, 2020; McKeen, 2016).

Por comportamiento fisico: También se pueden subdividir por su comportamiento
fisico entre los cuales se encuentran los Termoplasticos y los termofijos. Los
polimeros termoplasticos son todos aquellos que puedan ablandarse, fundirse o son
maleables al calentarse ademas de ello estos podran disolverse usando el solvente
adecuado. A diferencia de los termoplasticos los polimeros termofijos no pueden
fundirse debido a su estructura molecular, dicha estructura es tridimensional o
altamente entrecruzada por lo cual una vez sintetizados estos no podran resolver en
los solventes y solo sufriran de un proceso de hinchamiento o descomposicién en
caso de tener un estimulo térmico (Figura. -3) (Rogel Hernandez Eduardo,
2020;Gedde & Hedengqyvist, n.d.).

T meltng
themrmoplastc
heat
ﬁ‘%
gy,
themrnosetiing degradaftion

Figura. — 3 Polimeros termoplasticos y termoestables con relacion a estimulos

térmicos (Gedde & Hedenqvist, n.d.)

Il. 3 Morfologias de polimeros

La arquitectura de los polimeros se relaciona con la forma en que la polimerizacién

conduce a una desviacion de una cadena polimérica. Dependiendo de la estructura
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del monémero y del método de polimerizacion empleado, las cadenas de polimeros
pueden mostrar diferentes arquitecturas. Si los segmentos estan conectados a través
de los atomos de carbono, entonces resulta una cadena polimérica lineal. Una cadena
de polimero puede tener segmentos que se ramifican fuera de la columna vertebral
de carbono principal. Esta estructura se denomina cadena polimérica ramificada. La
siguiente figura muestra el caso del polietileno de baja densidad (Rogel Hernandez
Eduardo, 2020; Koltzenburg et al., 2017; McKeen, 2016).

La arquitectura de los polimeros se puede clasificar por medio de cdmo se establece
la estructura al finalizar la polimerizacion, entre los cuales se encuentran (Figura. -4):

e Lineal. — Estructura donde la cadena polimérica crece de manera lineal sin
sufrir ningun tipo de ramificacion, se obtiene usando mondémeros de f=2

e Ramificados. — Estructura donde predomina un crecimiento lineal, pero se
puede ramificar en ciertas regiones donde tendra un crecimiento en menor
proporcién, se pueden usando copolimeros donde se presente uno de f=2
y el otro de f=3 o bien por polimeros de injerto.

e Dendrimero. — Consisten en moléculas con una forma aproximadamente
esférica en el cual el crecimiento consta de un monémero con una f>5
donde el crecimiento nace del centro hacia afuera

e Entrecruzado. — Se le conoce como un polimero entrecruzado o reticulado
debido a que tienen cadenas de atomos cortos que sirven como conectores

entre las cadenas poliméricas mas largas.
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Figura. — 4 Arquitectura de polimeros (McKeen, 2016)

Il. 4 Sintesis de polimeros via radicales libres

La polimerizacion via radicales libres es uno de los métodos de sintesis para generar
polimeros mas versétiles y estudiados debido a la facilidad en la cual se pueden dar
las condiciones reaccion se basa en compuestos que tienen un enlace covalente
inestable que puede disociarse en dos radicales (Gedde & Hedenqvist, 2017.). Los
elementos que conforman la reaccién son un iniciador, el monémero o los monémeros
y un solvente adecuado (Figura. -5). (Rogel Hernandez Eduardo, 2020; Gedde &
Hedenqvist, 2017).

e Iniciacion: En esta etapa los radicales formados por la descomposicion del
iniciador reaccionan con compuestos insaturados. En este proceso, el radical
se mueve desde el fragmento iniciador al monémero formando un enlace
covalente y generando un radical en el monémero.

e Propagacion: El oligobmero radicalizado reacciona rapidamente con la gran
cantidad de moléculas monomeéricas disponibles, dicha etapa de reaccion es

la etapa mas larga de la polimerizacion.
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e Terminacion: Posterior a la propagacion, dos radicales de moléculas
poliméricas se encuentran y se combinan en un enlace covalente para finalizar
la reaccion, en dicho proceso puede ocurrir el caso de terminar por

acoplamiento o desproporcion.
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X X | X X "Y | .
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Figura. — 5 Etapas de reaccion por polimerizacion via radicales libres

Il. 4 Profarmaco

Los profarmacos son derivados de farmacos inactivos y de caracter bioreversibles,
gue tienen la capacidad de convertirse en el farmaco original en el organismo de
acuerdo con la orientacion del disefio del profarmaco (Markovic et al., 2020).
Actualmente se emplean varias estrategias en el enfoque del disefio de los
profarmacos. EI mas comdn es hacer que sea susceptible a regresar a su forma activa
mediante ayuda enzimatica por medio de la funcionalizacidon con un grupo que se
puede escindir para producir la forma activa (Najjar & Karaman, 2019).

La finalidad de los enfoques del desarrollo de un profarmaco es superar obstaculos
de caracter biofarmacéuticos, farmacocinéticos o farmacodinamicos, que pueden
englobar estabilidad quimica deficiente, limitaciones de solubilidad, falta de
especificidad de sitio, metabolismo extenso del farmaco, paso a través de barreras
biolégicas, explotacion de vias metabdlicas enddgenas, toxicidad u obstaculos de
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cumplimiento, todo a favor de una biodisponibilidad en la liberacién de forma 6ptima
para poder llevar a cabo el efecto terapéutico deseado (Markovic et al., 2020;Najjar &
Karaman, 2019).

La categorizacion general de los tipos de profarmacos se puede realizar a través de
su via de activacion como son activa de forma natural o externa (Figura. -6) (Landis,
2013). A partir de su via de activacion se han identificado y desarrollado varios tipos
de farmacos dependiendo de sus mecanismos de activacion, el cual puede ser por
activacion fisioldgica o de activacion externa. Hablando de la activacion fisiologica se
divide en farmacos de tipo portador y bioprecursor. En estos casos la activaciéon de
moléculas bioactivas se basa en mecanismos internos, como enzimas naturales o
entornos celulares especificos como podria ser dependientes del pH, especies
reactivas de oxigeno entre otros estimulos de cardcter fisioldgico. Estos tipos de
profarmacos estan disefiados para que los grupos funcionales relevantes como son
-NH2, -OH o —COOH de moléculas bioactivas estdn enmascaradas y luego se

pueden escindir en presencia de un activador externo (Nasibullin et al., 2022).

a Types of Prodrug

o Physiologically activated o Externally activated
Carrier prodrugs Decaging Prodrug
x Carrier Cataiyst
Drug e.g.. Folic acid B
RGD peptide
Sugars etc.
Bioprecursor prodrugs Synthetlc Prodrug (This work)
o OH
Cata!yst
In vivo
reduction
° on v' Structurally distinct

¥ Increased differences in bioactivities

Figura. — 6 Tipos de profarmacos segun su modelo de activacion (Landis, 2013)

II. 5 Polimero profarmaco

A la unién covalente de un farmaco con una estructura polimérica se le denomina

como “profarmaco polimérico”. Se tiene entendido que el profarmaco es una forma
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inactiva de un farmaco pero que puede ser convertido en su forma activa por las
condiciones especificas en el sitio objetivo (Gao, 2018; Walther et al., 2017).
El profarmaco polimérico se puede considerar como un sistema de administracion de
farmacos que posee sus actividades terapéuticas mediante la liberacion de moléculas
de farmaco de la cadena de polimero durante un periodo prolongado de tiempo.
(Bahram et al., 2016). El polimero funciona como vehiculo que trasporta al farmaco
para su posterior liberacion frente a un estimulo fisiolégico.
Estos nuevos sistemas de administracion macromolecular que utilizan polimeros
como profarmacos se han desarrollado para reducir los efectos en el sitio al mismo
tiempo aumentar la eficacia de muchos de los farmacos respectivos que son
populares en el uso clinico. El farmaco debe permanecer unido al polimero hasta que
esta macromolécula alcance el sitio objetivo. Por lo tanto, el farmaco elegido debe ser
potente e intacto hasta que alcance el objetivo. Ademas, debe tener un grupo
funcional para unirse directamente con el esqueleto del polimero (Gao, 2018). Los
requisitos para seleccionar polimeros como portadores de farmacos son:
e Disponibilidad de grupos funcionales: adecuados -COOH, -OH, -SH o -
NH:2 para acoplamiento covalente con farmacos.
e Biocompatibilidad: Preferiblemente no toxico, no inmunogénico.
e Biodegradabilidad o peso molecular por debajo del limite de excrecion
renal.
e Disponibilidad: Fabricado de forma reproducible y convenientemente
administrado a los pacientes.
e Solubilidad en agua: Hidrofilo para garantizar la solubilidad en agua.
e Baja polidispersidad: para asegurar una aceptable homogeneidad de los

conjugados finales.

Clasificacion de los polimeros utilizados para la bioconjugacion:

e Polimeros sintéticos: Los polimeros sintéticos se pueden usar
ampliamente porque las propiedades de estas moléculas se pueden
modificar al variar sus estructuras. Los polimeros comunmente utilizados
de esta clase son polietilenglicol (PEG), polimeros de vinilo y copolimero

de anhidrido/acido diviniletermaleico (DIVEMA), etc.
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e Polimeros naturales: Dextrano, Chitosan, Proteinas y Pullulan.
e Polimeros pseudosintéticos: Poli(a-aminoacidos) sintéticos y Acido
poliglicélico (PGA).

Il. 6 Hidrogeles y sus caracteristicas

Los hidrogeles son macromoléculas poliméricas que estdn compuestos por una red
de polimeros reticulados con gran cantidad de retener agua (Li & Mooney, 2016). Su
peculiar estructura en forma de malla reticulada tridimensional, tienen la tendencia de
absorber cantidades considerables de agua dentro de sus intersticios y seguir
reteniendo mientras mantienen la estructura de la red en estado hinchado (Bahram et
al., 2016).

La capacidad de retener agua de los hidrogeles se debe a la disponibilidad grupos
funcionales de caracter hidrofilicas polares, entre los cuales se pueden encontrar
SOs3H, OH, NH2, COOH, CONHz, etc. A lo largo de la red polimérica como grupos
ramificados (Bashir et al., 2020). Para que un hidrogel absorba agua ocurre una
transicion de fase de volumen significativa o transicion de fase gel-sol en respuesta a
ciertos estimulos fisicos y quimicos. Los estimulos fisicos incluyen temperatura,
campos eléctricos y magnéticos, composiciéon de solventes, intensidad de luz y
presion, mientras que los estimulos quimicos o bioquimicos incluyen pH, iones y
composiciones quimicas especificas (Bahram et al., 2016).

Estos materiales se pueden clasificar en dos categorias de acuerdo su tipo de
entrecruzamiento, en esta clasificacion estan “los hidrogeles fisicamente
entrecruzados” y “los hidrogeles quimicamente entrecruzados” (Figura. -7) (Qureshi
et al., 2019; Bustamante-Torres et al., 2021; George et al., 2020).

Hidrogeles fisicamente entrecruzados:

La forma en la que se genera el entrecruzamiento de este tipo de hidrogel esta
determinada por las interacciones intermoleculares de atraccidon que se presentan en
la macromolécula estas fuerzas son a menudo puentes de hidrogeno, interacciones
hidrofobicas, interacciones puente de hidrogeno, electrostaticas y formacion
cristalina. Se experimenta un arreglo tridimensional, pero en este tipo de moléculas el

entrecruzamiento es carente de uniones covalentes.
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Hidrogeles quimicamente entrecruzados:

Los hidrogeles de este tipo tienen un arreglo tridimensional derivado de un agente
entrecruzante que unir4 secciones de un polimero, al entrecruzante se formara
enlaces covalentes y puede ser un entrecruzante molecular, por medio de un polimero
hibrido con regiones terminares reactivas, agentes fotosensibles y entrecruzamiento
mediado por enzimas, el resultado generara una red polimérica permanente a menos

gue se poseen enlaces covalentes facilmente hidrolizables.

Chemical Crosslinking Physical Crosslinking

A Crosslinking Molecules ’_,‘ Hydrophobic polymer Hydrophoblc Interaction E
* Dicysteine /\0/\4\ ; 'hvdroly;fs % """"" i i
peptides, DTT Oxidation e ydmphob} hydrogel
+ Glutaraldehyde ~¥~"~~ SU"O"WU" etc. Interaction
Erous
B Polymer- Polymer/Hybrld Polymer Chain Entanglement/lonlc Interaction F
. Chllosan/alglnale » Chitosan/
hydrogel & e ’V\’\ alginate
* Chitosan-OB/ \9/\/\/ M"U hydrogel
HA-AA hydrogel
C Photosensitive Agents Hydrogen Bonding G
* Azide Broups g\ s .,d,,,q.:r * PVA/DNA hydrogel
. PEG/chltosan t S "“’”9 * PEO-PNIPAm with
hydrogel UfG‘IdO pyrimidinone
D Enzymatic Crosslinking Crystalllne Formation H
* Transglutaminase * Dextran hydrogel
« Horseradish i D m Ah Nvé\ LJ'@ “é":‘;'"f » Polymers with
stall salion
peroxidase, \Brxfi/ A b a linear PEI
hydrogen peroxide Physical crossi king backbone

Figura. — 7 Métodos de entrecruzamiento hidrogel (George et al., 2020

Hidrogeles profarmacos e Interacciones farmaco-polimero

Otro enfoque para controlar liberacion de farmacos de hidrogeles es disefiar enlaces
guimicos entre el farmaco y las cadenas poliméricas. En esta estrategia, las
interacciones de afinidad moderada a alta ralentizan efectivamente y, en algunos
casos, terminan la difusion del farmaco a través de la red. Esta estrategia es
particularmente importante cuando se van a administrar farmacos pequefios (es decir,
por debajo del rango ajustable del tamafio de malla), porque de lo contrario se
liberaran en un periodo muy corto. Para lograr interacciones de alta afinidad, se
pueden usar varias interacciones quimicas Yy fisicas, que van desde la conjugacion
covalente hasta interacciones secundarias, como interacciones electrostaticas y
asociaciones hidrofébicas (Li & Mooney, 2016; Chai et al., 2017).
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Enlace covalente

Para los hidrogeles de interaccion covalente es necesario formar un enlace covalente
entre el fArmaco y el polimero, dicho enlace puede ser pueden ser muy estables o
escindibles (Figura. -8) (Li & Mooney, 2016).

¢ Altamente estables: Los enlaces covalentes altamente estables retienen
el farmaco hasta que la red se degrada, Los de alta estabilidad en el tiempo

incluyen enlaces amida, enlaces de tioleno, tioester.

o Escindible o hidrolizable: Los enlaces covalentes escindibles, al igual que
los enlaces cruzados escindibles en redes degradables, se pueden
programar para escindirse con el tiempo o0 en respuesta a sefales
ambientales. Los farmacos se liberan a una velocidad dictada por la
escision de los enlazadores, Los enlaces covalentes escindibles van desde
moléculas pequefias enlaces, incluidos enlaces éster, enlaces disulfuro y

Beliminacién enlaces escindibles.
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Figura. — 8 Esquema del disefio de hidrogeles de interacciones covalentes (Li &
Mooney, 2016)

Interacciones no covalentes

En este tipo de hidrogel el cargado del farmaco no depende de la formacién
covalentes entre el farmaco y el polimero si no que se basa de interacciones de tipo
i0nicas o de interacciones hidrofobicas (Figura).

e Interacciones electrostaticas Este mecanismo consiste en la interaccion
no es especifica entre el farmaco ionizado y la cadena polimérica, puede
permitir la entrega controlada y simultanea de varios farmacos desde un
unico sistema. Los farmacos se liberan cuando el hidrogel se degrada o
cuando la interaccién electrostatica es apantallada por iones moviles del
medio ambiente.

e Asociaciones hidrofébicas Este tipo de hidrogel consiste en una porcion
del polimero que sea hidrofébico para que permita la encapsulacion del

farmaco por medio de interacciones hidrofébicas, Los enfoques tipicos para
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agregar dominios hidrofébicos en hidrogeles incluyen la copolimerizacion
de mondmeros hidrofébicos y la incorporacion de moléculas hidrofobicas.
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Figura. — 9 Esquema de hidrogeles de interacciones no covalentes (Li & Mooney,
2016)

[I. 7 Tipos de liberacion de farmacos

El sistema de administracion de farmacos permite la liberacién del ingrediente
farmacéutico activo para lograr una respuesta terapéutica deseada. Los sistemas de
administracion de farmacos convencionales (Adepu & Ramakrishna, 2021). Algunas
de las formas farmacéuticas disefiadas, presentan diferente tipo de liberacién, las
cuales dependeran del material o metodologia utilizada para desarrollarlas, brindando
mas opciones al momento de seguir un tratamiento farmacoldgico, adaptandose a

cada tipo de necesidad (George et al., 2020; Ramirez et al., 2016).

El objetivo final de cualquier sistema de administracion es extender, confinar y orientar

el farmaco en el tejido enfermo con una interaccién protegida. Cada forma de
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dosificacion es una combinacion de farmaco/ingredientes farmacéuticos activos
(Adepu & Ramakrishna, 2021).

Los sistemas de administracion controlada de medicamentos se desarrollan para
combatir los problemas asociados con la administracion convencional de
medicamentos. Ha habido una enorme evolucion en los sistemas de administracion
controlada de farmacos en las Ultimas dos décadas, desde macroescala y nanoescala
hasta administracion dirigida inteligente (Adepu & Ramakrishna, 2021; Ramirez et al.,
2016).

II. 8 Liberacion de farmacos a partir de hidrogeles

Los hidrogeles, como clase importante de biomateriales, pueden definirse como
sistemas coherentes compuesto por una red polimérica tridimensional, que contiene
una gran cantidad de fases que no pueden disolver la red a través de interacciones
fisicas y quimicas debido a la presencia de interconexiones, llamadas enlaces
cruzados (Bordbar-Khiabani & Gasik, 2022).

Estos materiales son atractivos sistemas de administracion de farmacos para tratar
problemas de cardiologia, la oncologia, la inmunologia, la curacién de heridas y el
tratamiento del dolor (Li & Mooney, 2016). El alto contenido de agua tipicamente 70-
99% proporciona similitud fisica a los tejidos y puede dar a los hidrogeles una
excelente biocompatibilidad y la capacidad de encapsular agua facilmente por grupos
hidrofilos. Debido a que normalmente se forman en soluciones acuosas, se minimiza
el riesgo de desnaturalizacion y agregacion del farmaco tras la exposicion a
disolventes organicos (Dreiss, 2020; Li & Mooney, 2016).

Uno de los materiales mas utilizados para generar este tipo de liberacion son los
hidrogeles, denominados “materiales inteligentes” por su capacidad de respuesta ante
un medio acuoso. (Bustamante-Torres et al., 2021)

Un hidrogel funciona como una matriz que encapsula farmacos manteniéndolo aislado
del medio de manera que protege a dicho farmaco hasta que presentado el estimulo
adecuado comenzara su proceso de hinchamiento y al absorber el agua el farmaco
encapsulado podra ser liberado y difundirlo en el sitio (Ramirez et al., 2016).

La matriz del hidrogel forma un frente de hinchamiento, provocando en cuestién una

interface entre el polimero no hidratado que se encuentra en el interior de la matriz
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polimérica y el polimero hidratado gelificado, el farmaco al encontrase inmoévil den las
regiones internas del hidrogel al pasar por la hidratacion estas se difundiran por el
medio acuoso en el estado de relajacion del hidrogel (Li & Mooney, 2016; Sun et al.,
2020).

Estas matrices poliméricas son idoneas para generar un sistema dirigido y especifico
ya que, dependiendo del tipo de polimero utilizado para su sintesis, se pueden
generar diversos tipos de matrices que respondan a diferentes estimulos fisiol6gicos
(Ramirez et al., 2016).

Estos materiales son idoneos para generar sistemas dirigidos y de caracter
especifico, dependiendo de las propiedades del polimero utilizado se pueden generar
diversos tipos de matrices que respondan a diferentes estimulos fisiologicos. La
liberacidon de los farmacos en dependiente de matrices poliméricas esta relacionada
con el hinchamiento del hidrogel ademas de la velocidad de difusién que presenta el
farmaco (Bashir et al., 2020).

En la presente investigacion esta orientado a la sintesis de monémero profarmacos
derivados de indometacina y acido salicilico los cuales son antinflamatorios no
esteroideos para generar hidrogeles de copolimeros entrecruzados con respuesta a
estimulos de pH. El desarrollo de estos materiales poliméricos, asi como su estudio e
interpretacion de sus propiedades, permitiran ampliar el conocimiento sobre estos
tipos de material, ademas de brindar posibles alternativas en el desarrollo de nuevos

sistemas de liberacion y nuevas formas farmacéuticas.
Capitulo lll. Experimental

[ll. 1 Equipos y Reactivos

IV. Equipos

Agitador magnético VWR Dyla-Dual.

Balanza analitica, marca Denver Instrument M-200.

Bafo de temperatura, marca VWR International Shel Lab modelo 1217.
Bomba de adicion, marca RAZEL, modelo R-99.

Cromatdégrafo de liquidos de alta resolucion (CLAR).

2 L T oA

Espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR).
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7. Espectrofotometro Ultravioleta-Visible Beckman Coulter DU520, Single Cell.

8. Module.

9. Equipo de filtracion con membrana millipore Superlco, Life Sciences GHP.

10. Acrodisc 25mm Syrenge Filter 0.2um, filtros Suport-100 0.2um 47mm.

11.PN60310.

12.Estufa de vacio WVR.

13.Potenciémetro, 430 Corning. O Potenciometro HANNA, modelo HI 2210.

14.Purificador de agua, marca Barnstead Sybron, modelo D2604.

15.Recirculador de agua con temperatura controlada, Cole-Parmer Polystat
modelo 12101-10.

16.Recirculador de agua con temperatura controlada, marca LAUDA Brinkmann,
ecoline RE10.

B. Reactivos, solventes y Gases

Los reactivos fueron adquiridos en su mayoria con proveedor de Aldrich Chemical
Company.
1. Acido clorhidrico
Acido salicilico
Acetato de etilo
Agua destilada
Anhidrido metacrilico
Diclorometano
Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA)

Dimetilformoamida

© © N o 0 bk~ w0 DN

Etanol

10. Eter etilico

11.Fosfato de potasio monobasico
12.Fosfato dibasico de sodio
13.Hexano

14.Hidroxido de sodio

15. Hidroxietil metacrilato (HEMA)
16.Indometacina

17.Metanol
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18.Nitrégeno grado alta pureza

19.Persulfato de amonio (APS)

20.Poli(etilenglicol) metil éter metacrilato (1,100 g/mol) (PEGMA1100)
21.Removedor del inhibidor hidroquinona

22.Sulfato de Magnesio anhidro, 99% (MgS0O4)

23. Tetrametilendiamina

24. Trietilamina

[11.2 Sintesis del monémero acido 2-metacriloiloxibenzoico (MAOB)

En un matraz bola de 100 mL se adiciona 6.91 g de acido salicilico y 0.49 g de 4-
dimetilaminopiridina y se disuelve con 20 mL de diclorometano y 8.42 mL de
trietilamina. Se lleva a una temperatura de 0 °C en un bafio de hielo con una agitaciéon
constante hasta que los reactivos estén disueltos. Con una bomba de adicion se
agrega gota a gota 7.50 g de anhidrido metacrilico en un intervalo de tres horas,

pasando las tres horas se deja en agitacion 24 horas a temperatura ambiente.
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Figura. — 10 Reaccién de sintesis de MAOB

Después de las 24 horas la solucién se transfiere a un vaso de precipitado de 250 mi
en un bafio de hielo para llevar el pH a 3 con una solucion de HCI 3N. posterior a
ajustar el pH se realiza una extraccion liquido/liquido con 10 mL de éter etilico y un
embudo de extraccion este procedimiento se hace por triplicado. La fase organica
resultante se trata con 20 mL de una solucion al 0.1 N de HCl y 20 mL de agua
destilada. En la fase organica se agrega sulfato de magnesio anhidro para eliminar
los restos de agua que puedan estar presentes, se filtra al vacio y se deja cristalizar
durante 24 horas.

La purificacion del MAOB se realiza mediante un lavado de 30 mL de agua destilada
a temperatura ambiente y 30 mL de agua destilada a 40 °C con el equipo de filtrado
al vacio realizando el procedimiento por triplicado. El sélido resultante se disuelve en

metanol y se deja a recristalizar durante 24 horas con el fin de purificar el monémero.

[11.3 Sintesis del derivado de metacriloiloxietilo de indometacina
(MOEIN)

En un matraz bola, se disolviere 500 mg de indometacina y 15 mg de
dimetilaminopiridina en 5 mL de DMF. El matraz se enfria hasta O °C en un bafio de
hielo y se afiadi6 gota a gota una solucién de 265 mg de DCC disuelto en 2.6 mL de
DMF a la solucion del matraz a esta temperatura. Luego, se disuelve 166 mg de
HEMA en 1mL de DMF y se afiade a la mezcla del matraz a la temperatura

mencionada.

La mezcla de reaccidon se agita vigorosamente a 0 °C durante 1 hora y se regresa
lentamente a temperatura ambiente. La mezcla se agita a temperatura ambiente

durante aproximadamente 24 horas y se filtro para eliminar la precipitacion blanca de
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N, N-diciclohexilurea. Luego, la DMF se evaporo6 al vacio y el sélido obtenido se

recristaliza en metanol.

Cl

Y

d
0 H DAMP/DCC 0

o . o~ OH "
Y O - DMF
"\ /
O OH N
0 o

Figura. — 11 Reaccion de sintesis de MOEIN

I11.4 Caracterizacion de mondémeros

Los monomeros sintetizados se le realiza pruebas de caracterizacion las cuales son
una cromatografia en capa fina como método de ver la pureza de los monémeros, en
la cual se compara los monémeros obtenidos contra una solucion de referencia de
acido salicilico e indometacina respectivamente. Se analiza por FT-IR con ATR marca
Thermo modelo IS5 un espectro de infrarrojo en un intervalo de 450-4000 cm™ con la
finalidad de ver el cambio en los espectros de acido salicilico comparado con el MAOB

e indometacina comparada con el MOEIN.

[11.4.1 Cromatografia en capa fina.

Se prepara una solucion acetato de etilo/ hexano /metanol en una proporcién 0.5 mi
cada uno, se corta una tira de placa cromatografica de 2 cm x 4.5 cm. Se carga la
placa con una gota de solucion de referencia de &cido salicilico y una gota del
monoémero de mas que por separado se realiza el mismo procedimiento para el
segundo monémero con indometacina y una gota del monémero se vierte la placa
verticalmente en una camara cromatografica con la solucion y se deja unos minutos.
Una vez terminado el proceso se revela con luz negra (UV) y se realiza los calculos

correspondientes.
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[11.4.2 Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR)

Se toma muestras de los mondmeros de acido 2-metacriloiloxibenzoico y
metacriloiloxietilo de indometacina los cuales se lee en el espectrofotometro de

infrarrojo con ATR marca Thermo modelo I1S5.

[11.4.3 Resonancia magnética de proton (RMN-H)

Se realiza un andlisis a los monémeros por medio de resonancia magnética de proton
(RMN1H) después de purificarse, se disuelve 15 mg de cada monémero, y se agrega
a un tubo de RMN, una vez los monémeros se dispone en el tubo etiquetado, se
procede a agregar 0.6 mL de cloroformo deuterado por las paredes asegurando que
se disuelva totalmente. Para evitar problemas con la solubilizacion, se coloca el tubo
en vortex para homogenizar. Son analizados en un equipo Spinsolve® 60 de la marca
Magritek del Laboratorio de Analisis Instrumental de la Facultad de Ciencias Quimicas
e Ingenierias de 60 MHz, este equipo es capaz de proporcionar espectros de RMN

en 1D y 2D rapidamente.

[11.5 Sintesis de hidrogel

Los hidrogeles se sintetizan a partir de los mondmeros obtenidos, se utiliza en
porciones 90 de MAOB y 10 de MOEIN por el método de polimerizacion en disolucién
via radicales libres por iniciadores térmicos. Estos se elaboran en forma de lamina
delgada (espacio equidistante entre dos placas de vidrio). El agente entrecruzante
que se emplea es dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA). Se purifica previamente
través de una microcolumna la cual contenia perlas de removedor de hidroxiquinona,
El iniciador térmico que se implementa en la reaccion fue azobisisobutinitrilo (AIBN) y
el disolvente polar aprotico empleado es el dimetilsulfoxido (DMSO). Se coloca un
espaciador de plastico de 2 mm de diametro, entre las dos placas de vidrio de
dimensiones 10 cm x 10 cm las cuales se ajustan con pinzas de metal. Al terminar los
10 minutos de desgasificacion, con ayuda de una micropipeta de 1000 pL se coloca
la solucion dentro de las placas de vidrio, se posiciona verticalmente en una estufa
bajo condiciones de atmadsfera inerte de nitrégeno a 60 °C durante 24 horas. Después
de las 24 horas, se retira las placas de vidrio de la estufa y se deja atemperar hasta

gue alcanzara el equilibrio térmico, se extrae el hidrogel cuidadosamente para evitar

34



fracturas durante dicho proceso. El hidrogel resultante se coloca dentro de un
recipiente y se realiza un lavado con metanol hasta cubrir completamente el hidrogel
durante 5 minutos, posterior a ello se cambia el hidrogel a una caja Petri con poco
metanol y se prosigue a cortar el hidrogel. Una vez terminado el proceso de corte se

dejara secar a temperatura ambiente por 24 horas.

[11.5.1 Caracterizacion de hidrogeles

Los hidrogeles purificados se les analiza por FT-IR para obtener un espectro de
infrarrojo en un intervalo de 450-4000 cm™ con la finalidad de ver el cambio y
trazabilidad con los espectros de Poli (MAOB-co-MOEIN) comparado con los

espectros de MAOB, MOEIN y EDGMA como el entrecruzante respectivamente.

[11.6 Estudio hidroélisis-liberacion

Para realizar la prueba de hidrolisis-liberacion, se pesa cada uno de los hidrogeles
estando secos. Se coloca un disco del hidrogel vial de vidrio de 30 mL con 5 mL de
medio, los medios que se utilizan en esta prueba son, Buffer pH 7.4, se realiza por
duplicado a temperatura fisiol6gica (37 °C) se toman alicuotas de 1mL a los tiempos
del, 2, 4,6,8,12, 24, 48 ,72 ,96, 120,168 horas con reposicion de medio en cada

toma.

I11.6.1. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)

El estudio se realiza usando el equipo Thermo fisher Dionex Ultimate 3000 Utilizando
una columna supelcolsil™ LC-18 25 cm x 4.6 mm de diametro, con tamafio de

particula de 5 ym.

[11.6.1.1. Preparacion de fase movil

En un vaso de precipitado de 1000 mL se colocaron 1 ml &cido formico y 1000 mL de
agua destilada con agitacion constante, se deja agitar por 10 minutos. Para finalizar
se filtra y desgasifica durante 15 minutos. Se pasa en un reservorio de 1000 mL
(reservorio D). Se filtra aproximadamente 300 mL de Acetonitrilo grado CLAR y se

colocaron en un reservorio (reservorio C).
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[11.6.1.1.1. Preparacion de solucion estandar de &cido salicilico e
indometacina

Se pesaron 10 mg de estandar de indometacina de &cido salicilico los cuales se
transfiere a un matraz volumétrico de 10 mL el cual se afiade aproximadamente con
8 ml de una soluciéon 70:20 metanol: buffer 7.4 se agita hasta disolver completa y

posteriormente se afora, teniendo una concentracion conocida de 1 mg/mL

Se toma 1 mL de alicuota y se filtra usando un filtro con acrodisco de Nylon 0.45 ym

y se afiade a un vial limpio de 2 mL de capacidad.

[11.6.1.2 Condiciones cromatograficas

Fase movil: Acido férmico al 0.1%

Columna: Supelcolsil ™ LC-18 25 cm x 4.6 mm, S5um
Temperatura de columna: 25 °C

Flujo: 1.000 mL/min

Longitudes de onda: 291y 280 nm

Tiempo de corrida: 12 minutos

[11.6.1.3 Analisis por medio de CLAR

Las muestras de liberacion, asi como los estandares se analiza siguiendo las
condiciones anteriormente mencionadas, los gradientes se describen en la siguiente

tabla. -1:

Tabla. -1 Condiciones cromatografias.

Tiempo(min) Flujo(ml/min) Acetonitrilo Ac. Formico Curva
(%) 0.1% (%)
0 1 45 55 6
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10 1 80 20 6

12 1 45 55 6

[11.7 Estudio de hinchamiento

Para realizar la prueba de hinchamiento, se determina el peso de cada uno de los
hidrogeles estando secos. Se coloca un disco del hidrogel vial de vidrio de 30 mL con
10 mL de medio, los medios utilizados en esta prueba fueron, Buffer pH 1.2, 5.5y 7.4,
se realiza por duplicado a temperatura fisiolégica (37 °C). Los tiempos de pesado son
de 0,1, 2,4,6, 8,12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 horas, una vez transcurridas.
Una vez terminado el estudio se procede a retirar el hidrogel del medio y se seca el

excedente con cuidado de no generar algun dafio.

[11.8 Estudio viabilidad celular

El ensayo MTT se utiliza para comprobar la citotoxicidad, que ayuda a determinar el
numero de células vivas y muertas en una poblacién después del tratamiento con una
sustancia farmacolégica.

Este tipo de ensayo es colorimétrico para evaluar la actividad metabdlica de las
células. El ensayo utiliza la reduccion de una sal amarilla de tetrazolio (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, o MTT) para medir la actividad metabdlica
celular como indicador de la viabilidad celular. Las células viables contienen enzimas
oxidorreductasa dependientes de NAD(P)H que reducen el reactivo MTT a formazan,

un producto cristalino insoluble con un color purpura intenso (Figura. -12).
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Figura. — 12 Reduccion de MTT a formazan por metabolismo mitocondrial (Labster

theory, 2018.http://theory.labster.com/mtt-assay/)

Se disuelve los cristales de formazan con una solucién solubilizante y se mide la
absorbancia a 500-600 nanémetros con un lector de placas. Cuanto mas oscura sea
la solucion, mayor sera el numero de células metabdlicamente activas viables. Para
realizar las pruebas de cultivo celular se tiene que poner en crecimiento células de
melanoma y fibroblastos. Para ello se dejan en crecimiento a temperatura de 35 °C.
Los ensayos de citotoxicidad del hidrogel se optaron por realizar por un método
indirecto en el cual se dejaron liberar los hidrogeles por 24 horas en medio de
crecimiento celular y posteriormente se adicionan a los pasillos donde se encuentran
las células, para este estudio las células fueron en fibroblastos de raton BALB/3T3 a
concentraciones 6000 cel/mL y para melanoma B16F10 a una concentracion de
30,000 cel/mL con la finalidad de determinar la biocompatibilidad o citotoxicidad del
material. Se hizo un conteo de células en camara de neubauer y posteriormente se
determiné el total de la cantidad de células de la solucion por mL dando como
resultado 85,000 cel/mL para melanomay 7,500 cel/mL para fibroblastos. Se realizan
las diluciones correspondientes para generar la concentracion de células
anteriormente mencionadas preparando en un volumen de 1.5 mL para melanoma y
0.8 mL para fibroblastos.

Célculos para preparacién de células para cultivo celular

Melanoma células:

(30,000 cel/mL x 1.5 mL) / 85,000cel/ml = 0.529 cel/mL + 0.970 mL medio
Fibroblastos:

(6000 cel/mL x 0.8mL) / 7500 cel/mL = 0.640 cel/ mL + 0.160 mL medio
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Una vez obtenido la solucién de las células a concentracién conocida se procedio a
poner las células en una placa de pasillos por triplicado, para las células de melanoma
por cada pisillo de coloco un volumen de 0.187 mL y para fibroblastos se colocé un
volumen de 0.1 mL.

Después del periodo de incubacion, se agregoé 100 pL del reactivo de marcaje MTT
(concentracion final de 0,5 mg/mL) a cada pocillo y se dejé incubando durante 4 horas
en una atmoésfera humeda, como +37 °C, 5 a 6,5 % de COa.

Se agregd6 100 ul del tampdn de solubilizacion en cada pocillo.

Se dejé la placa durante la noche en la incubadora en una atmésfera humeda, como
+37 °C,5a 6,5 % de CO..

Compruebe la solubilizacion total de los cristales de formazan parpura y mida la
absorbancia espectrofotométrica de las muestras

utilizando un lector de microplacas (ELISA). La longitud de onda para medir la
absorbancia del producto de formazan esta entre 550 y 600 nm segun los filtros
disponibles para el lector de ELISA utilizado. Utilice una longitud de onda de

referencia > 650 nm.
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Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

IV.1 Sintesis del mondmero acido 2-metacriloiloxibenzoico (MAOB)

Como resultado de la reacciéon de sintesis se obtuvo el monémero en forma de polvo
color blanco través de una reaccion de esterificacion, en el cual se lleva a cabo un
ataque nucleofilico por parte del catalizador dimetilaminopiridina a la region
electrofilica del carbonilo de en el anhidrido metacrilico, generando un intermediario
el cual sera atacado nucleofilicamente por el grupo OH del acido salicilico (Figura. -

13) finalizando al final de la reaccion con el monémero.
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Figura. — 13 Mecanismo de reaccion para sintesis de MAOB

V.2 Sintesis del derivado de metacriloiloxietilo de indometacina
(MOEIN)

El monémero que se obtuvo es un solido viscoso de color amarillo facilmente
manipulable a temperaturas de 15 °C, mediante un procedimiento de
transesterificacion o aminolisis consecutivos se es posible generar el monémero
polimerizable. Por medio de la reaccién de esterificacion de Steglich el grupo hidroxilo
de HEMA reaccion6 con el grupo carboxilo de indometacina usando DCC el cual
funciona como un agente acoplante para producir DCU como un precipitado blanco

con ayuda del catalizador DMAP Figura.- 14).
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Figura. - 14 Mecanismo de reaccion para sintesis de MOEIN

Una vez completada la reaccién, se aisldé el precipitado blanco y se evaporé el

disolvente al vacio para obtener el MOEIN como monémero polimerizable estable.
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Figura. - 15 Aspecto del MOEIN purificado

IV.3 Caracterizacion de mondémeros

IV.3.1 Caracterizacion por FTIR-ATR de MOEIN

El espectro de infrarrojo del mondémero MOEIN, se presenta las bandas
caracteristicas mencionadas con anterioridad, a 3030.86 cm™ una sefial con
intensidad baja que se le asigno al estiramiento =C-H del anillo aromatico presente
en la estructura, a 2853.98 cm! se encuentra una sefial con intensidad baja la cual
es asociada al estiramiento C-H de carbono alifatico, en 1736.96 cm™ esta presente
una banda de intensidad fuerte asociado del estiramiento del enlace C=0
correspondiente al Ester, a 1679.71 cm™ una banda de intensidad fuerte asignada a
la vibracién del estiramiento C=0. Correspondiente a la amida, por 1520.32 cm™ se
presenta una banda de intensidad baja que se asigno al estiramiento C=C del carbono
vinilico, entre 1144.04 cm™! se presenta banda de intensidad media a fuerte, asignada
a las vibraciones C-O del correspondientes al Ester entre indometacina y HEMA
(Figura. - 16).
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Figura. - 16 Espectros de infrarrojo de MOEIN

En una comparativa entre los diferentes espectros de FTIR (Figura. -17) de los
precursores del monémero podemos encontrar cambio en las bandas significativas
como puede ser la perdida de la banda intensa a 3475cm* de estiramiento OH del
HEMA o la aparicién del estiramiento C=C vinilico a 1520.32cm* y C-O a 1144 cm!
gue no posee el espectro de indometacina.

ndometacina

MOEIN

Transmitancia (u.a)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cmi?)

Figura. - 17 Espectros de infrarrojo de indometacina, HEMA y MOEIN
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Tabla. -2 Identificacion de bandas de infrarrojo de MOEIN.

Grupo funcional n.de ondacm™? MOEIN
(C-H) aromatico 3030.86
e
C-H Vinilico (sp2) 2929.67
o]
C-H alifatico (sp3) 2853.98 Q
° (o]
C=0 éster 1736.96 g
o
C=0 amida 1679.71 H
o
C=C vinilico 1520.32
C-O 1144.04
IV.3.2 Resonancia magnética de proton (RMN-H) de MOEIN
Data saved in "C:\Projects\Data\2021\12\16\164610-1D PROTON" START | END | VALUE
7.88 7.39 4.89
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Figura. - 18 Espectro de RMN de MOEIN
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En el espectro de resonancia para MOEIN se observo que, a 2.06 ppm se encuentra
un singulete asignado con los protones “A” (s, 3H, C=CCHzs), seguido de otro singulete
a 2.54 ppm el cual fue asignado a los protones “B” (s, 3H, Ar-CH3), asi mismo a 3.86
ppm se aprecia otro singulete, correspondiente a los protones asignados como “C” (s,
3H, Ar-OCH3s), a 3.99 ppm otro singulete es asignado para los protones “D” (s, 2H, Ar-
CH2COO-), por otro lado a 4.52 ppm el cual se asigné a los protones “E” (t, 2H, -
CH20COCH?2-), seguido de los protones de otro triplete a 5.71 ppm asignados como
“‘F” (t, 2H, -CH20COC-=), se asign6 un doblete para los protones “G” 6.16 (d, 1H,
CH2=C), en 6.94 se asign6 un doblete como “H” (d, 1H, CH2=C), Los protones

asignados como “I”’ 'y “J” corresponden a un multiplete a 7.13-7.88 ppm de la region

aromatica (m, 7H,arilo-H).

IV.3.3 Resonancia magnética de proton (RMN-H) de MAOB

Data saved in "c:\projects\data\2022\12\09\152223-1D PROTON" START~ END VAL‘UE
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Figura. - 19 Espectro de RMN de MAOB

Se pudo observar en el espectro de resonancia de proton de MAOB, que a 2.09 ppm,
un singulete perteneciente a los protones asignados como “A’(3H, C=CCHs), en la
region de 5.77 a 5.67 se observo los protones asignados como “B’(1H, CH2=C), a
6.36 ppm se determind otro singulete perteneciente al proton “C”(1H, CH2=C); Un
triplete aproximadamente a 7 ppm, que integra para el proton asignado como “F”( 1H,
CH2=C), otro doblete a 7.3 ppm aproximadamente, que integra para el proton “D” (1H,

CH2=C), 8 y 8.2, que integran para los protones asignados como “G”( 1H, CH2=C) y
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a 8.87ppm aparece un singulete el cual pertenece a los protones asignados como
“H”(1H, COOH).

IV. 4 Sintesis de hidrogel

Para la preparacion de hidrogeles se realiz6 una reaccion de polimerizacion via
radicales libres se utiliz6 como agente entrecruzante EGDMA purificado, y el iniciador
fue AIBN el cual es un iniciador térmico, se adiciono DMSO como disolvente, se
colocaron el monémero MAOB y MOEIN en porciones 9:1 en base a su peso, se
elimind el oxigeno con nitrdgeno por 20 min y se colocé en placas de vidrio
silanizadas, fijando las condiciones de reaccion en una temperatura de 65 °C por 24
horas en estufa con una atmdsfera inerte con nitrégeno. Con estas condiciones se
logré una correcta preparacion del hidrogel, el material en cuestion presentdé una
ligera adherencia a la placa. Después del lavado con metanol y 24 horas de reposo
los hidrogeles tomaron una consistencia mas rigida. El hidrogel obtenido presenté una

apariencia transparente de color amarillo (Figura. -21).

MAOB MOEIN EDGMA

Cadena polimerica entrecruzada

Figura. - 20 Propuesta de molécula del hidrogel
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Figura. - 21 Aspecto del hidrogel sintetizado

IV.5 Caracterizacion de hidrogeles

La caracterizacion del hidrogel se hizo por medio de la comparacién del espectro de
infrarrojo del con los monémeros utilizados para la sintesis de hidrogel. debido a que
el polimero incluye la mayoria de los grupos funcionales de sus monémeros gran
parte de las sefiales seran las mismas pero ciertos grupos funcionales tienden a
desaparecer al momento de realizar la preparacién del hidrogel, esto debido a que al
someter la reaccién a las condiciones dabas en el apartado de se llevara a cabo el

proceso de polimerizacién del monémero.
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Figura. - 22 IR de los mondmeros del hidrogel y del hidrogel sintetizado

Al comparar el espectro de infrarrojo del polimero con los monémeros se puede notar
qgue las sefiales de los hidrogeles estan menos definidas con respecto a los

mondmeros, se pierde una sefal

Se presenta un mayor grosor en la banda de 1697 cm, uno de los cambios mas
representativos es la desaparicion de la sefial perteneciente al estiramiento C=C del
enlace vinilico la cual deberia encontrarse a 1635 cm, esto se debe a un proceso de
polimerizacién exitosa ya que, al generarse dicho proceso, la molécula pierde enlace

y da lugar a la generacién de una molécula polimérica

V.6 Estudio de hinchamiento

En la estructura molecular de los hidrogeles sintetizados contienen grupos acidos
débiles (-COOH) en los sustituyentes laterales de la cadena principal pertenecientes
al acido salicilico esterificado, Es por ello por lo que hidrogeles tienen la capacidad de
responder a estimulos externos, en este caso presentd un comportamiento de
hinchamiento son el pH y la temperatura. Por lo cual se llega a la conclusion que son
fisioldbgicamente sensibles.
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Las pruebas de hinchamiento de los hidrogeles se realizaron en soluciones
fisioldgicas de pH 1.2, 5.5y 7.4. El andlisis del grado de hinchamiento se determind

con la siguiente ecuacion:

_Wh—Ws

100
Ws x

Donde Q es el grado de hinchamiento expresado en porcentaje, Wh es el peso del

hidrogel hinchado en un tiempo determinado y WS es el peso del hidrogel seco.
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Figura. - 23 Grafica de hinchamiento con respecto al tiempo

El aumento del pH en el medio de prueba, provoca en los grupos de los acidos
carboxilicos un aumento en el grado de ionizacion en la red polimérica del hidrogel
provocando asi un aumento en la repulsion electrostatica entre los grupos
carboxilatos lo cual ocasiona un relajamiento en las cadenas poliméricas(figura), que
en conjunto con la generacion de contraiones moviles dentro del hidrogel se induce a
una fase de hinchamiento, en el caso de los hidrogeles a pH mas bajos como podria
ser 1.2 o 5.5 el grado de ionizacibn es minimo por lo que las interacciones

intermoleculares tipo puente de hidrogeno asi como interacciones aplanamiento -1
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entre los anillos aromaticos de Poli MAOB y MOEIN. las interacciones
intermoleculares se hacen presente en predominancia impidiendo asi el relajamiento
de las cadenas y la internalizacion del agua al no ocurrir el fendbmeno de la repulsion
electrostatica, o que genera es que las interacciones Hidrofébicas estan mas

presentes en la zona exterior del hidrogel dotandolo de una cualidad hidrofobica.

Estado del hidrogel en pH
acido

Estado del hidrogel en pH 7.4

O

Y,

e

i Puentes de lndrogeno

K

" | Repulsién electrostatica

Figura. - 24 Interacciones moleculares del hidrogel a diferentes pH

Visualmente al comparar el hidrogel en diferentes pH los cuales son 1.2, 55y 7.4 a
las primeras horas las diferencias en el peso son minimas entre los geles, pasado las
12 horas hay una diferencia considerable entre los geles de 1.2, 5.5 con respecto al
de 7.4. alas 48 horas (Figura. -25) es notable ver como el hinchamiento a pH 7.4 se
presenta tornandose de un color blanco a comparacién de los pH 1.2 que no presenta
ningun cambio y 5.5 que presenta una ligera coloracion de color blanco. a las 100
horas el hinchamiento se aprecia de manera mas notable entre los pH 1.2, 5.5y 7.4
(Figura. -26) donde en los dos primeros valores de pH estan de un tamafio similar a
diferencia del pH 7.4. Esto guardando una relacion con el grado de ionizacion del
hidrogel ya que es conocido que poli MAOB cuenta con un Pka aparente de 5.8 donde
la ionizacion de los acidos carboxilicos es del 50% por lo que a pH 1.2 y 5.5 los grupos

acidos carboxilicos se encontrarian predominantemente no ionizados donde los
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grados de ionizacién esperados se pueden estimar usando la ecuacién de Henderson
Hasselbach teniendo como resultado 0.003% y 49.74% respectivamente a diferencia
de pH 7.4 donde el grado de ionizaciéon es de 99.6% es por ello que al esto pH tener
un menor grado de ionizacion las interacciones de repulsion electroestaticas se ven
disminuidas dando como consecuencia un ambiente méas hidrofobico en el hidrogel a
diferencia de un pH mas alto teniendo un aumento en las cargas negativas del materia

propiciando la repulsion asi como la interaccion ion-dipolo con el agua entre la porcion

carboxilica del polimero con las moléculas del agua.

Figura. - 26 Hidrogeles a las 100 horas de hinchamiento
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Figura. - 27 Hidrogel a las 192 horas tiempo final

Al tiempo final del experimento que fueron las 192 horas comparamos los hidrogeles,
el Hidrogel a pH 7.4 aun mantiene una consistencia uniforme, estable y maleable a
diferencia de lo reportado en la sintesis de hidrogeles de poliMAOB al 100% donde

este presentaba una ruptura al momento de su manipulacion.

V.7 Estudio hidrolisis-liberacion

El experimento del estudio de hidrolisis-liberacién se realizé a un pH 7.4 con una
temperatura de 37 °C para poder imitar las condiciones fisiol6gicas de la sangre, esto
con el proposito de observar el comportamiento de hidrdlisis de los grupos éster
presente en la molécula del hidrogel, asi como su liberacién a dichas condiciones
(figura. -28). La hidrdlisis es impulsada por el atague nucleofilico del agua hacia la
region electroéfila del éster.
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Figura. - 28 Hidrolisis de farmacos de la matriz polimérica

La liberacién del hidrogel a pH de 7.4, como se observa dentro de las 12 horas
comienza a liberar &cido salicilico en concentraciones, pero se observa casi nula
liberacion de indometacina en ese lapso de tiempo, llegando a las 24 horas aumenta
significativamente las concentraciones de &acido salicilico e indometacina, las
concentraciones maximas de indometacina se alcanzan a partir de las 48 horas y

acido salicilico a las 72 horas respectivamente (Figura. -29).
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Figura. - 29 Grafico comparativo de liberacion de &cido salicilico e indometacina a
pH 7.4

Con relacién al farmaco cargado en el polimero y lo que se liberd se determind que
hay un 46% para &cido salicilico alcanzando su liberacion méaxima a un tiempo de 72
horas y por otro lado la liberacion maxima de Indometacina es a las 42 horas teniendo
una fraccion liberada de 8.7% (Figura. -30). La diferencia en la fraccion de farmaco
liberado entre acido salicilico e indometacina se puede deber por la facilidad que
posee el poliMAOB para hidrolizarse la cual estd condicionada a tener una region
ionizable cercana al éster que puede atraer moléculas de agua por medio de
interacciones ion-dipolo acercando a las moléculas de agua a la region electréfila del
ester al momento de tratar de solvatar la carga negativa del carboxilato, ademas de
tener un éster cuya region perteneciente al alcohol de tipo aromatica la cual dara
como resultado un mejor grupo saliente al momento de formarse el compuesto
tetraédrico posterior al ataque nucleofilico en el éster, otro factor que nos ayuda a
comprender la liberacion del acido salicilico en el polimero es lo que se reporta que
para el acido acetilsalicilico puede ocurrir la hidrolisis ya sea por una reaccion
intramolecular que puede ocurrir entre el carboxilato del acido y el éster que podria
dar como resultado la una ciclacion o deprotonacion del agua por equilibrio acido-
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base pero también se podria proponer una reaccién de neutralizacion del oxonio

impulsada por el carboxilato.
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Figura. - 30 Grafico de fraccion de farmaco liberado

Por otro lado, los esteres derivados de HEMA, aunque son de caracter alifatico y
pueden ser hidrolizables estos tienen como limitantes ser menos hidrofilicos como
para aproximar las moléculas de agua a la region electrofila del éster. Otro factor para
tomar en cuenta son los posibles nucleos hidrofobicos generado por que se pueden
formar entre las regiones donde se encuentre el MOEIN en agrupacion de bloques

hidrofébicos.

Los resultados de la liberacion se ajustaron a un modelo de liberacion para acido
salicilico, se optd por elegir el modelo de Higuchi ya que fue el que presento una R?
de 0.9547 la cual se aproximd, con el modelo de Korsmeyer-peppas de 0.9208 y con
el modelo de Weibull R? 0.9488. Este resultado nos da indicios que la liberacién de

acido salicilico se debe a un proceso de difusion.
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IV.8 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR)

La cuantificacion de la liberacion dual fue posible usando un método cromatogréfico
por medio del CLAR, en la cual fue posible separar las sefiales analiticas de acido
salicilico e indometacina las se determinaron a un tiempo de retencion de 4.5 miny
10.4 min dichos tiempos de retencion se pudieron contrastar con los estandares

duales de los farmacos puros de acido salicilico e indometacina respectivamente.

IV.8.1 Determinacion de tiempos de retencion

Con el método cromatografico propuesto fue posible obtener la separacion de los
indometacina y Acido salicilico, para determinar los tiempos de retencion de los
farmacos se inyectaron muestras uno de acido salicilico, indometacina y un estandar
dual, los resultados fueron 4.5 min y 10.35 min de &cido salicilico e indometacina

respectivamente (figura. -31).
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Figura. - 31 Cronograma de estandar dual

Se comparéd los resultados de los estandares con respecto a una muestra de

liberacion (Figura. -32)
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Figura. - 32 Cromatograma de la muestra de liberacién tiempo 24 horas

V.9 Estudio viabilidad celular

La viabilidad celular usando el método de MTT obtuvo como resultado en células de
fibroblastos una viabilidad celular de 86% con respecto al control, las células de
melanoma por otro lado tuvieron un descenso en la viabilidad celular de un 69%
(Figura. -33), Un material se puede considerar como citotoxico cuando presenta una
viabilidad celular menor al 70% por ende podemos inferir que los hidrogeles no
resultan citotoxicos para células de fibroblastos a diferencia de las células de

melanoma.
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Figura. - 33 Gréfica de viabilidad celular

Visualmente se puede percibir en las micrografias del control y fibroblastos que no
hay una diferencia significativa a diferencia de las células de melanoma donde es
apreciable los efectos del hidrogel y como es que en el control hay una mayor cantidad
de células de melanoma con respecto al del hidrogel.

Fibroblastos control Fibroblastos Hidrogel

Figura. - 34 Viabilidad de fibroblastos control y con hidrogel
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Figura. - 35 Viabilidad de melanoma control y con hidrogel

Se tiene reportado que los salicilatos tienen un efecto en el crecimiento de melanoma
asociada a diversos fendmenos entre los cuales se puede destacar promover el estrés
y la apoptosis del reticulo endoplasmico dependiente del 6xido nitrico (Fausto De
Souza et al., 2020) y aumenta la expresion de la proteina p53 a través de la via
RP/Mdm2/p53 (Ausina et al., 2020), los cuales pueden ser una posible explicacion de

como el acido salicilico tiene un efecto citotdxico en células de melanoma.
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Capitulo V. CONCLUSIONES

e Fue posible llevar a cabo una reaccion de polimerizacion usando los dos
monomeros para generar el hidrogel en porciones 9:1, mediante el modelo de
polimerizacion en disolucion via radicales libres.

e EIl hidrogel mostré ser sensibles a cambios de pH presentando un mayor
hinchamiento a pH 7.4 que a pH 1.2 y 5.5.

e A condiciones de pH 7.4 y temperatura de 37 °C el hidrogel es capaz de liberar
acido salicilico hasta en un 45% e indometacina en un 8%.

e El modelo de liberacién que se adecua mas seria el Higuchi.

e Se logré determinar que los hidrogeles no presentan citotoxicidad con los
fibroblastos mediante el método de MTT, pero si presentaron citotoxicidad con
las células de melanoma.

e Los hidrogeles sintetizados son un modelo y propuesta como sistema de
liberacion dual de farmacos para potenciales aplicaciones tépicas.
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