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RESUMEN

El presente trabajo de tesis incluye la preparacioén de hidrogeles profarmacos a partir
de un mondémero de acido salicilico, con el fin de estudiar su comportamiento al
someterlo a estimulos fisiologicos de pH y temperatura, e investigar su aplicacion en
estudios in vitro. Se realizd la sintesis y caracterizacion del monoémero por
cromatografia de capa de fina y FTIR-ATR a partir de acido salicilico y 4-
dimetillaminopiridina (DMAP) a través de un proceso de esterificacion. Se prepararon
hidrogeles en forma de lamina con ayuda de placas de vidrio con espaciadores de
plastico, mediante polimerizacion en disolucion via radicales libres en condiciones
anhidras bajo condiciones de atmosfera inerte de nitrégeno, utilizando como agente
entrecruzante dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA), azobisisobutinitrilo (AIBN) como
iniciador y como disolvente se utilizé dimetil sulfoxido (DMSO). Se estudié el grado de
hinchamiento del hidrogel con respecto al pH (1.2, 6.8, 7.4), obteniéndose el grado de
hinchamiento por medio de calculo gravimétrico cuyos resultados muestran que los
hidrogeles son mas sensibles a pH’s mas altos (6.8 y 7.4) en ambos pH’s se presenta
una fase de transicion de hinchamiento, mientras que a pH 1.2 no se presenta dicha
fase. Se realizo estudio de hidrolisis — liberacion in vitro, se evalud la cinética de
liberacién durante 48 horas en tres pH’'s (1.2, 6.8, 7.4), apH 1.2 se obtuvo una fraccién
libre del 4%, mientras que a pH 6.8 y 7.4 se observa una fraccidn libre de acido
salicilico de 70%, demostrando que el hidrogel presenta una mayor sensibilidad a pH
mas alcalino como en la prueba de hinchamiento. Se realizé una cromatografia de
gases acoplada a masas, en la cual se logré detectar el ion molecular del acido
salicilico, esto como prueba confirmatoria de lo que se libera en el medio de estudio
de hidrolisis — liberacion es acido salicilico. Adicionalmente se realizé un estudio de
cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion en la cual se compard una muestra con
un estandar de referencia de acido salicilico, esto con fines cualitativos y

complementarios para una deteccion correcta del farmaco.



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDCENTES

Durante afos se han utilizado diversos medicamentos (farmacos) para el tratamiento
de enfermedades, se han estudiado y disefiado diversas vias de administracion, esto
con el fin de prolongar, potenciar o acortar la liberacion del farmaco en sitio idoneo, la
via principal y mayormente conocida es la via enteral (oral), dicha via presenta ciertos
beneficios de los cuales destaca su facil administracion, que en algunos casos suele
ser la preferida por los pacientes. A raiz de ello se han desarrollado distintas formas
farmacéuticas las cuales se puedan utilizar por dicha via, abarcando desde tabletas,
comprimidos, capsulas, polvos y jarabes, pero estas formas farmacéuticas con llevan
varios inconvenientes como los son el poco control de farmaco a nivel plasmatico,
derivado del trayecto que sufre el medicamento por todo la via intestinal, ademas de
no poder controlar su degradacion y posteriormente su liberacion en el lugar indicado

o donde mejor se absorbe el farmaco en cuestion.[2]

La investigacion a nivel farmaceéutico se ha inclinado por desarrollar nuevas variantes
en la liberacidon de farmacos buscando la manera de controlar y dirigir su liberacién a
sitios especificos de accion, ya sea en su forma farmacéutica o el mecanismo de
accién por el cual se liberara, esto con el fin de mejorar su eficacia, aumentar los
niveles de farmaco en sangre, reducir las dosis y el tiempo de uso del medicamento,
ademas de brindar nuevas alternativas y lograr hacer sentir mas comodo al paciente

al momento de seguir un tratamiento farmacologico. P!

En los ultimos afios se han estudiado diversos sistemas de liberacion controlada de
farmacos, de los cuales destacan el disefio y sintesis de materiales inteligentes,
denominados asi por su capacidad de responder ante cambios externos, estos
presentan cambios a nivel fisico y/o quimico en respuestas a condiciones fisioldgicas,
generando una gran expectativa para una posible implementacion en sistemas

farmacoldgicos de liberacion controlada. 213!

Uno de los principales materiales inteligentes que ha generado una alta expectativa
es la sintesis de polimeros, debido a que estos presentan caracteristicas ideales para

9



una mejor liberacion de farmacos. Desde el siglo XX se ha estudiado la funcionalidad
que podrian presentar algunos polimeros, ya que presentan la capacidad de
responder a estimulos externos, indicando que la utilizacion de estructuras
poliméricas como sistema inteligente de liberacion de farmaco es factible. Mas sin
embargo se han encontrado ciertas limitaciones, ya que algunos de los polimeros
estudiados resultan ser toxicos para las células, haciendo imposible la utilizacion de
algunos de ellos. A raiz de ello se empez6 a sintetizar polimeros biodegradables los
cuales presentan las mismas caracteristicas en cuanto a respuesta a estimulos
externos, pero con la diferencia de no presentar toxicidad ante las células humanas,
haciendo de estos un material ideal para el disefio y desarrollo de sistemas factibles
de liberacion de farmacos. [/

Dentro de los materiales poliméricos se encuentran los hidrogeles, estos han sido
ampliamente estudiados en los ultimos afos, ya que presentan todas las
caracteristicas ideales para fungir como una matriz que ayude en el transportarte de
algun farmaco, ademas de que pueden presentar diversos tipos liberacion y se
pueden dirigir facilmente hacia un lugar especifico. 17!

1.2 HIPOTESIS

Sintetizar y desarrollar hidrogeles a partir del monémero acido 2-
metacriloiloxibenzoico, que posean la capacidad de fungir como una matriz con
respuesta a estimulos fisiologicos (pH y temperatura), para el cargado y liberacion de
acido salicilico, que podria brindar una alternativa en la industria farmacéutica como

sistema inteligente.
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1.3 JUSTIFICACION

En el laboratorio de Biofarmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenierias
de la Universidad Autonoma de Baja California, se realizan investigaciones sobre
nuevas alternativas en la administracion y/o liberacién de farmacos , mediante la
sintesis de materiales poliméricos derivados de mondmeros, los cuales puedan fungir
como un polimero profarmaco que ayude en el proceso de transporte, absorcion y
liberacidn de farmacos, y que a su vez posean caracteristicas idoneas para generar
un sistema dirigido y asi facilitar su absorcion a niveles plasmaticos de diversos

farmacos.

El presente trabajo esta dirigido a la sintesis de monomero derivado de acido
salicilico, su posterior polimerizacion y entrecruzamiento para la obtencion de
hidrogeles con respuesta a estimulos fisiolégicos como pH y temperatura, asi como
su estudio de hinchamiento a diferentes pH'’s y estudios de hidrolisis — liberacion in
vitro, para una posterior cuantificacion a través de espectrofotometria de UV — Vis.

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.

.4 OBJETIVOS GENERALES

Sintetizar y caracterizar, un nuevo hidrogel sensible al estimulos del pH , a
partir de un mondémero tipo metacrilamida, derivado de acido salicilico

Estudiar las propiedades de hinchamiento del hidrogel, mediante experimentos
de variacion de pH, ademas estudiar la hidrolisis — liberacion in vitro bajo condiciones
fisiologicas de pH y temperatura.
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1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Sintetizar y purificar el acido 2-metacriloiloxibenzoico (MAOB)

2. Caracterizar el monémero sintetizado a través de cromatografia de capa fina 'y
espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR).

3. Sintetizar el hidrogel a partir del monémero de MAOB mediante disolucion via
radicales libres, en forma de lamina en placas de vidrio.

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

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

6. Realizar estudios de hidrolisis — liberacion in vitro en condiciones fisioldgicas
de pH y temperatura simuladas, por espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-
Vis), cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas (CG-MS) y
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

1.6 MARCO TEORICO

11.6.1. Monémero

Un mondmero se define como una molécula de baja masa molecular que tiene la
facilidad de unirse a otros mondmeros por medio de enlaces quimicos (enlaces
covalentes), para da lugar a moléculas de mayor tamafio denominadas polimeros. El
proceso por el cual un mondmero se une para generar un polimero se denomina

polimerizacion. 8

Los mondmeros se pueden clasificar de diferentes maneras, estas van a depender
del tipo de polimero que pueden formar, sin embargo, en general los mondémeros se
clasifican en dos grandes grupos, monomeros naturales y monomeros sintéticos.
Como su nombre lo dice, los mondmeros naturales son todos aquellos que se
encuentran en la naturaleza y no necesitan un proceso quimico para generarlos,
algunos de los mondmeros naturales mas conocidos son la glucosa, el almidén y la
celulosa, dentro de esta clasificacion estan los aminoacidos (monomeros de las

proteinas), nucleétidos (mondmeros de los acidos nucleicos), monosacaridos
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(monomeros de los polisacaridos), entre otros. Por su parte los mondmeros sintéticos
son aquellos que se obtienen mediante reacciones quimicas, algunos de los
monomeros sintéticos mas conocidos son el eteno, cloruro de vinilo, acrilamida y el

polietileno.lB1°]

11.6.2. Polimero

Un polimero se define como una macromolécula formada a partir de la una union
repetida de una o varias moléculas por enlaces covalentes denominadas mondémeros.
Los polimeros tienen una gran importancia en la industria moderna, ya que son
ampliamente utilizados, desde generar utensilios domésticos hasta generar protesis
del cuerpo humano. El crecimiento de un polimero puede tener lugar mediante
adiciones constantes, unidad a unidad de moléculas de mondmero en un proceso de

crecimiento de cadena. Il

Los polimeros pueden clasificarse de muchas maneras, dentro de las cuales al igual
que los mondmeros se clasifican en naturales y sintéticos. Los polimeros naturales
son todos aquellos que son generados por organismos vivos sin sufrir alguna
modificacién, como las proteinas utilizadas por las aranas para tejer su telarana, los
polisacaridos y el caucho natural. Por otra parte, los sintéticos son todos aquellos
obtenidos mediante la induccién quimica en ambientes controlados para generar una
cadena larga de monémeros. También pueden clasificarse conforme a su estructura,
las tres principales son estructura lineal (se repite el mismo tipo de unién), ramificada
(presencia de cadenas laterales unida a la principal) y entrecruzada (unién de dos

cadenas vecinas mediante un tipo de enlace) (Figura 1). P11
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(c) Entrecruzado

Figura 1. Tipos de estructuras presentes en los polimeros.

Para la generacion de polimeros sintéticos se llevan a cabo dos tipos de reacciones
principales, la primera de ellas es la polimerizacidén por crecimiento de la cadena, en
este tipo de polimerizacion se forma un intermediario que reacciona rapidamente con
una molécula de mondémero dando un nuevo intermediario que a su vez reacciona
con una nueva molécula de mondémero. Al crearse un nuevo centro reactivo en el
extremo de la cadena del polimero, la reaccién continua por si misma hasta la
consumicion de todas las moléculas del mondmero o hasta la destruccién del
intermediario por alguna reaccion de finalizacion. Las reacciones de este tipo de este
tipo a menudo transcurren a través de radicales, pero en ciertas condiciones también
es posible que se den reacciones en cadenas con intermediarios catiénicos o
anionicos. El otro tipo de polimerizacion se llama reaccion de crecimiento por etapas,
en este tipo de reacciones, las unidades de mondmero contienen los grupos
funcionales que son capaces de reaccionar entre si sin la formacion de algun
intermediario, estas reacciones son mas lentas y la generacion de centros reactivos
estan distribuidos aleatoriamente a diferencia de la polimerizacion por crecimiento de

la cadena que si centro reactivo se da al extremo de la cadena. [']
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11.6.3. Polimero profarmaco

El término profarmaco fue descrito por primera vez en 1958 por Adrian Albert el cual
lo define como un “producto inactivo que puede convertirse en activo mediante una
reaccion metabdlica”, esta definicidn en términos farmacolégicos se puede entender
que los profarmacos son agentes terapéuticos que no presentan alguna actividad
farmacoldgica en su estado normal, pero al estar en contacto con un estimulo estos

se transforman desencadenando un efecto farmacolégico (Figura 2). 1121013

Profidrmaco Fdrmaco
S O
| —
N A
H H
Acetanilida Paracetamol
(inactivo) (activo)
SO,NH
NH2 2 2
t Nay — C/SC'zNHz
H,N HoN
Prontosil Sulfanilamida
(inactivo) (activo)

Figura 2. Ejemplos de profarmacos descubiertos.

Los profarmacos pueden clasificarse en dos principales tipos, uno de ellos son
profarmacos unidos a un transportador, estos resultan de la unién de un farmaco a un
transportador (generalmente de naturaleza lipdfila), que a su vez debe de cumplir con
ciertos requisitos para que sean efectivos los cuales son ['2:

e La unién entre el farmaco y el transportador debe estar dada mediante un

enlace covalente.

e El profarmaco disefiado no debe presentar actividad farmacologica.

e El enlace debera romperse una vez que esté dentro del organismo.

e El profarmaco no presentara toxicidad.

e La liberacién del farmaco debera ser rapida en el lugar de accion para evitar

algun metabolismo alterno.
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El otro tipo de profarmaco es profarmacos bioprecursores, son aquellos que resultan
de la modificacion de la estructura molecular del farmaco y necesitan de una
activaciéon metabdlica por parte del organismo (oxidacion o reduccion) para generar

el principio activo (Figura 3).['2

\
o
| _—
é N N " o) H N s
T4~ —— "I
N o) N S
H O—

H i

Omeprazol
(profarmaco) \
o}
| H | -
H |
© N 7\ / o N N
>N o )4
N, — N s
S OH
sulfenamida acido sulfénico

(especie activa)

Figura 3. Activacion de omeprazol en el medio acido del estdmago.

Tomando en cuenta los conceptos ya descritos anteriormente, se puede definir un
polimero profarmaco como un material con propiedades poliméricas capaz de fungir
como una matriz transportadora de farmacos, que al entrar en contacto con un
estimulo fisiologico liberara el farmaco en el sitio de accion ideal, facilitando asi su
proceso de accion y absorcion 13114l

11.6.4. Hidrogeles

Dentro de los materiales poliméricos, uno de los mas estudiados han sido los
hidrogeles o geles, estos son redes tridimensionales reticuladas producidas por una
reaccion de uno o mas mondémeros o mediante la asociacion de polimeros a través
de interacciones electrostaticas o puentes de hidrogeno. Los polimeros formadores
de hidrogeles normalmente presentan grupos hidrofilicos tales como: -OH, -COOH,
NH,, -CONH,, -CONH-, -SO;H. [14.201
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Los hidrogeles pueden clasificarse de diferentes maneras, una de las clasificaciones
mas conocida es por el tipo de enlace que presenta, ya que de este dependera el
mantener la estructura de la red tridimensional y prevenir la disolucion de las cadenas
hidrofilicas. Existen dos categorias en las cuales se pueden clasificar segun su tipo
de enlace, los hidrogeles fisicamente entrecruzados y los hidrogeles quimicamente

entrecruzados. 141191

a) Hidrogeles fisicamente entrecruzados: Este tipo de hidrogeles
experimentan una transicion de su estructura tridimensional estable a una
solucién de polimero. Los enlaces entrecruzados se forman a partir de fuerzas
de atraccidon no covalentes entre las cadenas poliméricas. Estas fuerzas son a

menudo puentes de hidrégeno, interacciones hidrofobas y electrostaticas.

b) Hidrogeles quimicamente entrecruzados: Estos hidrogeles son
generalmente mas estables que los fisicamente reticulados ya que su
entrecruzamiento se forman por enlaces covalentes. El entrecruzamiento
quimico son estructuras permanentes, a menos que se introduzcan

intencionalmente enlaces quimicos labiles (Figura 4).

N\

R

a) Gel entrecruzado quimicamente b) Gel entrecruzado fisicamente

Figura 4. Diferencias entre un entrecruzamiento quimico y fisico.

Los hidrogeles también pueden ser clasificados como hidrogeles estimulo-sensibles
y estimulo-no sensibles. Los hidrogeles estimulo-no sensibles, como su nombre lo
indica, son materiales que no presentan algun tipo de estimulacion, simplemente se
hinchan por la absorcidn de agua. Por otra parte, los hidrogeles estimulo-sensibles
han sido denominados materiales "inteligentes" porque ante la presencia de estimulos
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fisiologicos o del medio ambiente, tales como: la temperatura, pH, fuerza iénica, luz,
campo eléctrico, y biomoléculas responden cambiando su grado de hinchamiento
(Figura 5). La respuesta de los hidrogeles dependera del tipo de monomero o

polimero utilizado al momento de sintetizarlo.41€!

Collapsed hydrogel Swelled hydrogel

Figura 5. Representacion de un gel sometido a un estimulo.

Otra manera de clasificar los hidrogeles es por el tipo de carga que puedan presentar,
estos dependeran del grupo funcional que presenten en su cadena, pueden ser no

idénicos, cationicos, aniénicos y anfotéricos. 14118

En los ultimos afios ha tomado relevancia la clasificacion de los hidrogeles por su
tamano, estos pueden estar en forma de redes macroscépicas o confinados a
dimensiones mas pequefnas, tales como los microgeles o nanogeles. Estos dos
ultimos por lo general se definen como dispersiones acuosas de particulas o redes
coloidales de tamafio micro o nanométrico. Los microgeles son en su mayoria
particulas con diametro medio comprendido entre 50 nm a 10 ym. Cuando el tamano
de los microgeles se encuentra en el rango submicrénico, se les conoce como

nanogeles (Figura 6).['4017]

Hidrogel Microgel MNanogel

Figura 6. Diferencias de estructura conforme al tamafio del hidrogel.
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11.6.5. Tipos de liberacion

Desde la antiguedad la administracion de farmacos ha necesitado de una elaboracion
compleja para asi facilitar la misma, ademas de poder brindar y disefiar una forma
farmacéutica eficaz y segura, con una concentracion conocida y controlada (dosis
terapéutica). A mediados del siglo XX se empezaron a plantear nuevas formas
farmacéuticas en funcion de los nuevos conocimientos que generé el estudio de la
farmacocinética del principio activo medicamentoso. A partir de entonces, un farmaco
ya no se caracteriza unicamente por su accién sobre el organismo, es decir, por su
farmacodinamica, sino también por el efecto que, a través de procesos
farmacocinéticos de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion, ejerce sobre él

el propio organismo.['€ll17]

En la actualidad se buscan desarrollar formas farmacéuticas que, ademas de
desarrollar las funciones clasicamente definidas, logren que el farmaco se libere en el
lugar adecuado del organismo y de tal forma que asegure la correcta absorcion con
el fin de obtener una curva de concentracion plasmatica que resulte éptima en cuanto
a efecto y tolerancia. Existen nuevas formas farmacéuticas cuyo fin fundamental es
evitar el efecto de primer paso por el higado, utilizando por ejemplo la piel como lugar
de administracion, liberacién y absorcién del farmaco, o en caso de ser administrada
por via oral se reduzca el efecto de primer paso y asi no se vea afectada la liberacion
y/o absorcion del farmaco.[8ll19]

Asi mismo se establecieron objetivos los cuales deben cumplir las nuevas formas

farmacéuticas, de los cuales los mas importantes son 19 :

e Administracion por la via mas adecuada y en la dosis exacta.

e Asegurar la estabilidad del producto durante un tiempo perfectamente
estudiado y establecido (tiempo de caducidad o periodo de validez).

e Posibilitar una administracion cémoda y lo menos desagradable posible
(mejorar caracteristicas organolépticas del farmaco), con el fin de favorecer el

mantenimiento de la pauta terapéutica.
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e Posibilitar la administracion segura de principios activos utilizados en dosis
muy reducidas, asegurando una homogeneidad de dosis en las distintas
unidades.

e Proteger el farmaco de los agentes externos, tanto medio ambientales
(oxigeno, humedad) como fisioldgicos (jugo gastrico).

e Controlar la liberacion y absorcion de un principio activo.

e Dirigir selectivamente el principio activo a determinados érganos o tejidos.

e Optimizar acciones farmacologicas y reducir efectos colaterales (sistemas

terapéuticos).

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. [1°1120]

Liberacidon sostenida: En este tipo de liberacion se lleva a cabo liberando
inicialmente la cantidad necesaria de farmaco para conseguir tener la respuesta
farmacoldgica deseada de forma rapida y, posteriormente, en una cantidad adecuada
y constante para que la velocidad de absorcion del farmaco sea igual a la velocidad
de eliminacion durante un tiempo prolongado, normalmente de 10 a 24 horas.
Presentando una cinética de liberacion del principio activo de orden cero, con lo que

se consigue que el nivel plasmatico del farmaco se mantenga constante.

Liberacion prolongada: La liberacidon de farmaco inicial es la cantidad suficiente para
producir la accién terapéutica o incluso en un pequeio exceso nunca nocivo para el
organismo, para después continuar liberandolo de forma lenta pero a una velocidad
que no siempre es igual a la velocidad de eliminacién, es decir, este tipo de liberacion
es lenta pero no constante, observandose un nivel plasmatico que varia dentro de la

zona terapéutica, describiendo una curva amplia.

Liberacion repetida: En este tipo de liberacion inicialmente se proporciona una dosis

simple de farmaco y a un tiempo posterior liberan otra dosis similar; en el intervalo de
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tiempo entre la liberacion de una dosis y otra, no existe liberacion de principio activo.
Se trata de liberar el farmaco en dos o mas dosis iguales espaciadas en el tiempo.

Liberacién retardada: La liberacion del principio activo se lleva a cabo después de
transcurrido un tiempo de latencia, por lo que no se obtienen niveles plasmaticos del
farmaco hasta que la forma farmacéutica se encuentre en la zona idonea para

comenzar su proceso de liberacion/absorcion.

En la actualidad se ha estudiado la liberacidon controlada por procesos de
hinchamiento, esta se presenta en aquellos materiales inteligentes que son capaces
de absorber el agua presente en el medio sometido, para asi iniciar su liberacion, los
hidrogeles son este tipo de material que presentan dicha caracteristica, por lo cual se
han realizado estudios de su tipo de liberacion que estos puedan presentar. 112

Liberacion controlada por hinchamiento: Uno de los materiales mas utilizados para
generar este tipo de liberacidén son hidrogeles, denominados “materiales inteligentes”
por su capacidad de respuesta ante un medio acuoso.

Los hidrogeles fungen como una matriz polimérica que encapsulan al farmaco en
cuestion, impidiendo que el medio penetre dentro de ellos y asi brindar una
proteccion, hasta que llegue al sitio ideal o encuentre las condiciones ideales para

comenzar su proceso de hinchamiento y una posterior liberacion de farmaco. 191221

Este tipo de matrices se caracteriza por la formacion de un frente de hinchamiento,
generando una interface entre el polimero no hidratado en el interior de la matriz y el
polimero gelificado, avanzando hacia el interior de la matriz a una velocidad que

puede ser constante. ['%

El principio activo esta esencialmente inmovil en la regién interna de la matriz, pero

difunde rapidamente por entre las cadenas poliméricas en estado de relajacion.

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 fisioldgicos.[71'%]

21



Los perfiles de liberacion de farmacos obtenidos en este tipo de sistema, dependera

de la velocidad de hinchamiento del hidrogel, al igual que de la velocidad de difusidn

que presenta el farmaco.[??

CAPITULO Il. EXPERIMENTAL

1.1
a.

© N o gk Wb

EQUIPOS Y REACTIVOS
Equipos
Agitador magnético VWR Dyla-Dual

Balanza analitica, marca Denver Instrument M-200

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

Cromatodgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas (GC- MS).
Cromatografo de liquidos de alta resolucion (CLAR).

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

Equipo de filtracidn con membrana millipore Superlco, Life Sciences GHP
Acrodisc 25mm Syrenge Filter 0.2um, filtros Suport-100 0.2um 47mm
PN60310.

10.Estufa de vacio WVR.
11.Potenciometro, 430 Corning. o Potenciometro HANNA, modelo HI 2210.

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

13.Recirculador de agua con temperatura controlada, Cole-Parmer Polystat

modelo 12101-10.

14.Recirculador de agua con temperatura controlada, marca LAUDA Brinkmann,

ecoline RE106.
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b. Reactivos, solventes y Gases
Los reactivos fueron adquiridos en su mayoria con proveedor de Aldrich Chemical
Company.
1. Acido clorhidrico
Acido salicilico
Agua destilada
Anhidrido metacrilico
Diclorometano
Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA)
Etanol

© N O bk b

Eter etilico

9. Fosfato de potasio monobasico

10.Fosfato dibasico de sodio

11.Hexano

12.Hidroxido de sodio

13.Metanol

14.Nitrogeno grado alta pureza

15. Persulfato de amonio (APS)
16.Poli(etilenglicol) metil éter metacrilato (1,100 g/mol) (PEGMA1100)
17.Removedor del inhibidor hidroquinona

18. Sulfato de Magnesio anhidro, 99% (MgS0O4)
19. Tetrametilendiamina

20. Trietilamina
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1.2 Sintesis del monémero acido 2-metacriloiloxibenzoico

La sintesis del mondmero se realizé a través de un proceso de esterificacion, en el
cual se lleva a cabo un ataque nucleofilico por parte del oxigeno del grupo hidroxilo
del acido salicilico, al carbonilo presente en el anhidrido metacrilico, resultando una
exitosa sustitucion nucleofilica acilica, mediada por el catalizador utilizado en la
reaccion (DMAP) (Figura 7).

D‘-\\"‘-\H -OH
e CH C ] C
AL oM | o ! DMPATEA/DCM L . COOH
i + Hyt . CH - 3 ey i
| | T/ 28 h |
L = o L 1
S~ ~ -

) b} 4]

Figura 7. Sintesis de acido 2-metacriloiloxibenzoico.

La sintesis del mondmero (acido 2-metacriloiloxibenzoico) se llevoé a cabo como se
mediante la metodologia indicada en la literatura (Licea-Claverie et al., 2003), la cual
se describe a detalle a continuacion:

En un matraz bola de 100 mL se colocaron 6.91 g de acido salicilico, 0.49 g de 4-
dimetillaminopiridina (DMAP) con 20 mL de diclometano y 8.42 mL de trietilamina. Se
colocé dentro de un bafio de hielo (0°C) a agitacién constante hasta que los reactivos
estuvieron completamente disueltos. Una vez disueltos se agregaron 7.50 g de
anhidrido metacrilico (50 mmol) gota a gota con ayuda de una bomba de adicién
durante 3 horas, transcurrido el tiempo se dejé en agitacion durante 24 horas.

La solucidn se transfirio a un vaso de precipitado de 250 mL, se colocd en un bafo
de hielo y se procedié a acidificar hasta alcanzar un pH de 3 con ayuda de HCI 3N.
Se procedio a extraer el precipitado con éter etilico en un embudo de extraccién, la
fase organica obtenida se traté con 20 mL de solucion de HCl y 20 mL de agua
destilada. La fase se lavd con sulfato de magnesio anhidro, se filtré a vacio y se dej6

cristalizar durante 24 horas.
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El solido obtenido se lavé en tres ocaciones con 30 mL de agua destilada a
temperatura ambiente y 30 mL de agua destilada a 40°C. Se disolvié en metanol y se

dejo recristalizar durante 24, esto con el fin de purificar el monémero.

11.3. Técnicas de caracterizacion del monémero

Al mondémero sintetizado se le realizaron dos pruebas para una correcta
caracterizacion, se realizé una cromatografia en capa fina, en la cual se comparo el
monomero obtenido contra una solucién de referencia de acido salicilico. También
se analizo por FT-IR con un espectro de infrarrojo en un intervalo de 450-4000 cm ™1
en la Universidad Autbnoma de Baja California. Los procedimientos se explican a

continuacion:

11.3.1. Cromatografia de capa fina.

Se prepard una solucidn de éter de acetato de etilo/hexano en una proporcion
50:50, se cortd una tira de placa cromatografica de 2 cm x 4.5 cm. Se cargo la placa
con una gota de solucién de referencia de acido salicilico y una gota del monémero,
se vertio la placa verticalmente en una camara cromatografica con la solucién y se
dejé unos minutos. Una vez terminado el proceso se revel6 con luz negra (UV) y se

realizaron los calculos correspondientes.

11.3.2. Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR)

Se pesaron 0.25 g del monomero acido 2-metacriloiloxibenzoico y se leyo en el
espectrofotometro de infrarrojo con ATR marca thermo modelo I1S5.

1.4. Preparacion de hidrogeles de acido 2-metacriloiloxibenzoico (MAOB)
La preparacion de hidrogeles se realizé a partir del monémero sintetizado (MAOB),

mediante polimerizacion en disolucién via radicales libres. Estos se elaboraron en

forma de lamina delgada (espacio equidistante entre dos placas de vidrio).
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Se utilizé dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA) como agente entrecruzante. Se
purifico previamente haciéndolo pasar a través de una microcolumna la cual contenia
perlas de removeedor de hodroxiquinona; como iniciador se empled

azobisisobutinitrilo (AIBN) y como disolvente se utilizé dimetil sulféxido (DMSO).

Las placas de utilizadas en la sintesis de los hidrogeles, fueron silanizadas
previamente por el meétodo de inmersion, con una disolucion 2% v/v de
diclorodimetilsilano en tolueno por cinco minutos. Posteriormente se enjuagaron con

tolueno y fueron secadas a temperatura ambiente.

11.4.1. Preparacion de hidrogeles entre placas de vidrio

En un matraz bola de 250 mL se agrego 3.7857 g de monémero (MAOB), 0.0296 g
de AIBN, se le adicionaron 0.0658 mL de EGDMA y 5 mL de DMSO, posteriormente
se sometio a agitacion constante hasta disolver.

La solucidn obtenida se colocé en un bafo de hielo con agitacion constante y se
desgasifico durante 10 minutos con nitrégeno. Por otro lado, se coloco un espaciador
de plastico de 2 mm de diametro, entre dos placas de vidrio de 10 cm x 10 cm
ensambladas y ajustadas con pinzas de metal. Utilizando una micropipeta de 1000 uL
se coloco 1 mL de la solucion obtenida entre las dos placas de vidrio y el molde
preparado previamente (Figura 8), se posiciond verticalmente en una estufa bajo
condiciones de atmésfera inerte de nitrogeno a 60°C por 24 horas. Una vez
transcurrido ese tiempo, se extrajo la placa de la estufa y fue retirado el hidrogel con
cuidado de no generar fracturas en el proceso. Se realizé un lavado colocando el
hidrogel en un recristalizador con suficiente metanol para cubrir por completo el
hidrogel por 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo se procedio a cortar el hidrogel
en pequefios discos de 1 cm de diametro con un cortador de metal y se dejo secar

por 24 horas.
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Gel de acido 2-metacriloiloxibenzoico

Espaciador de silicona
Placade vidrio

Pinzas metalicas

Figura 8. Proceso de generacion de hidrogel en placas de vidrio.

11.5. Estudios de hinchamiento de hidrogeles

Para conocer los cambios en el grado de hinchamiento que presentan los hidrogeles
fabricados con el monémero de MAOB con respecto al pH, se llevaron a cabo
experimentos de hinchamiento en soluciones amortiguadoras pH= 1.2, 6.8 y 7.4,

preparadas a base de fosfatos.

11.6. Experimentos de hinchamiento de hidrogeles

Para llevar a cabo esta prueba, se obtuvo previamente el peso de cada uno de los
hidrogeles secos. Posteriormente se colocé un disco del hidrogel en un vaso de
precipitado de 50 mL con 20 mL de medio, los medios utilizados en esta prueba fueron
Agua MiliQ, Buffer pH 1.2, 6.8 y 7.4, se realiz6 por triplicado a temperatura ambiente
(25°C). Los tiempos de pesado fueron de 5, 10, 15, 30, 45, 60,120, 240 minutos, una
vez transcurridas las 2 horas se pesd hora por hora hasta cumplir 8 horas,
posteriormente se dejo 24 horas seguidas. Una vez terminado el estudio se procedid
a retirar el hidrogel del medio y se seco el excedente con cuidado de no generar algun
dano.

27



11.7. Estudio de hidrélisis - liberacion de hidrogeles de MAOB

Previo a los estudios de hidrolisis - liberacion, se establecidé una curva de calibracién
para el acido salicilico. Esta se obtuvo mediante espectrofotometria UV/Vis, cuyas
lecturas se efectuaron a una longitud de onda (A) de 235 nm.

Se prepararon las distintas soluciones amortiguadoras de fosfatos a pH=1.2, pH=6.8
y pH=7.4.

La metodologia para el estudio de hidrdlisis - liberacion fue la siguiente: en un vaso
de precipitado de 250 mL se colocaron 100 mL de medio (pH=1.2, 6.8 y 7.4), se anadid
un disco de hidrogel y se coloco dentro de un oscilador a una temperatura constante
de 37°C a 40 rpm. Se tomaron alicuotas de 1 mL del medio durante los siguientes
intervalos: 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 480, 600, 720, 1440 y 2880
minutos. Las alicuotas tomadas se analizaron por espectrofotometria UV/vis a 235

nm. Estos estudios se realizaron por triplicado.

11.7.1. Cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas.

Para realizar esta prueba se tomaron aproximadamente 10 mL de medio de fosfatos
pH 7.4 del estudio de hidrdlisis - liberacion. El medio se acidifico con acido clorhidrico
concentrado hasta alcanzar un pH de 3.0. Una vez acidificado el medio se procedio a
separar en un embudo de separacion con metanol, la fase organica se colocé en un
vial de vidrio y se dejo evaporar a temperatura ambiente por 24 horas. Transcurrido
el tiempo se obtuvo un precipitado blanco el cual se resuspendié con 3 mL de metanol
con ayuda de un agitador magnético por 30 minutos, se filtré6 con un acrodisco de
Nylon 0.45 micras y coloco dentro de un vial limpid y seco con capacidad de 1.5 mL.

11.7.2. Cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR).

Esta prueba se llevd a cabo con el equipo Thermo Scientific modelo Dionex Ultimate
3000 UHPLC. Utilizando una columna Thermo Scientific (Hypersil gold) 250 mm x 4.6

mm de diametro, con tamafno de particula de 5 pm.
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11.7.2.1. Preparacion de fase movil.

Se prepararon 500 mL de fase movil, la cual estd compuesta por 1-heptanosulfato de
sodio pH 3.5 y acetonitrilo en una proporcion de 70:30. Dicha preparacion se describe

a continuacion:

Se peso 0.8 g de 1-hepatanosulfato de sodio, se colocaron en un vaso de precipitado
de 1000 mL con 400 mL de agua MiliQ con agitacién constante hasta una completa
disolucién. Se ajusto a pH 3.5 con acido acético glacial, posteriormente se transfirié a
un matraz volumétrico de 500 mL y se llevé a volumen final con agua MiliQ.
Finalmente se filtré y desgasifico utilizando un filtro de Nylon con tamario de poro de
45 um, se coloco en un reservorio con capacidad de 1000 mL (reservorio A). Se filtro
aproximadamente 300 mL de Acetonitrilo grado HPLC y se colocaron en un reservorio
(reservorio B).

11.7.2.2. Preparacion de diluyente.

Se prepararon 100 mL de solucién, la cual contenia acetonitrilo y acido férmico en
una proporcién de 97:3. Se desgasifico y filtro con ayuda de un filtro de Nylon tamafio

de poro de 0.45 pum.

1.7.2.3.  Preparacion de solucion estandar de adacido salicilico a

concentracién nominal (32 ug/mL).

Se pesd 20 mg de estandar de acido salicilico, se transfirid a un matraz volumétrico
de 50 mL con aproximadamente 30 mL de diluyente, se agito manualmente hasta

disolver. Finalmente se llevo a volumen final con solucion de diluyente.

Se transfiridé una alicuota de 2 mL a un matraz volumeétrico de 25 mL, posteriormente
se aforo a volumen final con diluyente y se agito manualmente por 30 segundos. Se
filtr6 con un acrodisco de Nylon 0.45 um y se coloco en un vial limpio y seco con 2 mL

de capacidad.
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11.7.2.4. Preparacion de muestra problema.

Se tomd aproximadamente 5 mL de medio sobrante del estudio de hidrolisis —
liberacién a pH 7.4, el cual se acidificd con acido clorhidrico concentrado a un pH de
3.0 y se filtré con un acrodisco de Nylon con tamarfio de poro de 0.45 um. Finalmente

se coloco en un vial limpio y seco.

11.7.2.5. Condiciones de corrida.

Columna Hypersil Gold, Diamm 5 pm, 4.6 mm x
250 mm
Fase movil 1-hepatanosulfato de sodio : Acetonitrilo
(70:30)
Longitud de onda (A) 280 nm
Temperatura de columna 45°C
Flujo 1.2 mL/min
Volumen de inyeccion 10 pL

Una vez disefado el método se procedié a purgar cada linea del equipo con agua
MiliQ filtrada, hasta eliminar las burbujas de aire presente en las lineas. Se colocaron
las lineas en su reservorio correspondiente, se coloco la columna, y se realizé un
lavado con las soluciones preparadas (1-heptanosulfato : acetonitrilo) para evitar
posibles errores por contaminacion en la columna. Posteriormente se realizo el
acondiciono de la columna sometiéndola a las condiciones antes mencionadas. El
flujo se aumentd paulatinamente hasta alcanzar su condicion ideal (1.2 mL/min) y una
presion constante durante 30 minutos, esto con el fin de evitar dafnos al interior de la
columna. Una vez transcurrido el tiempo de acondicionamiento, se procedio leer las

soluciones muestra.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES

lll.1 Sintesis de monémero acido 2-metacriloiloxibenzoico

Se obtuvo un mondémero en forma de polvo color blanco, esto a través de una reaccion
de esterificacion, en el cual se lleva a cabo un ataque nucleofilico por parte del
oxigeno del grupo hidroxilo del acido salicilico, al carbonilo presente en el anhidrido
metacrilico, resultando una exitosa sustitucion nucleofilica acilica, mediada por el

catalizador utilizado en la reaccion (DMAP). El rendimiento obtenido fue de 98.73%

IIl.2 Caracterizacion del monémero acido 2-metacriloiloxibenzoico

lll.2.1 Cromatografia de capa fina
Una vez que transcurrio el tiempo necesario para que el solvente separara los
compuestos se dejo secar la placa por unos minutos, posteriormente se reveld con la
ayuda de una luz negra (UV). Como se puede ver en la imagen, hay la presencia de
2 puntos, en el punto (A) se encuentra un estandar de acido salicilico, en el punto (B)
se encuentra el Mondémero de MAOB sintetizado (Figura 9).

Figura 9. Resultado obtenido de la cromatografia en capa fina.
Se procedi6 a calcular el factor de retencion a través de la siguiente férmula:
Rf = Distancia recorrida de la muestra / Distancia recorrida del solvente

Rf (A) =3.9cm /4.1 cm = 0.95
Rf (B) = 3.8 cm / 4.1 cm = 0.92
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En relacion a su factor de retencion, tanto el estandar de acido salicilico (0.95),
como el monoémero (0.92), obtuvieron valores cercanos a 1 (Valor ideal). Como se
puede ver en la imagen, la distancia recorrida entre el estandar y la muestra de
mondémero de MAOB es similar, lo cual es indicativo que el acido salicilico esta

presente en el monémero sintetizado.

1ll.2.2. Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR).
A continuacion, se muestra una tabla con los grupos funcionales caracteristicos en el

mondémero de MAOB:

Aromatico (=C-H) 3150 — 3050

Alquenos (C=H) 3000 — 2850

Acido Carboxilico (O-H) 3400 — 2400

Bandas de combinacion  (O- 2000 - 1800

SUST)

Ester (C=0) 1750 - 1730

Acido Carboxilico (C=0) 1725 - 1700

Vinilico (C=C) 1600 — 1475

Ester (C-0) 1300 - 1000
Aromatico (C-H) 900 - 690
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El espectro de infrarrojo del mondmero sintetizado (Figura 10), presenta las bandas
caracteristicas mencionadas con anterioridad, a 3076 cm-1 una sefial con intensidad
baja que se le asignd al estiramiento =C-H del anillo aromatico presente en la
estructura, a 2974.39 cm-1 una sefial con intensidad baja asociada al estiramiento C-
H (alifatico), a 2662.83 cm-1 aparece una sefial con intensidad baja que se le asigno
al estiramiento O-H del acido carboxilico, a 1734 .22 cm-1 se observa una banda de
intensidad fuerte que se le asigno a la vibracion del estiramiento del enlace C=0
(correspondiente al Ester), a 1698.01 cm-1 una banda de intensidad fuerte asignada
a la vibracion del estiramiento C=0 (correspondiente al acido carboxilico), a 1636.78
cm-1 una banda de intensidad baja que se asignd al estiramiento C=C
(correspondiente al enlace vinilico), entre 1300 y 1000 cm-1 se presentaron bandas
de intensidad media a fuerte, asignadas a las vibraciones C-O (correspondientes al
Ester), finalmente se presenta una banda a 794.12 cm-1 de intensidad fuerte,
correspondientes a las bandas de absorcion C-H, caracteristicas de los anillos
substituidos.
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Figura 10. Espectro de infrarrojo de Monémero MAOB.
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1l1.3. Sintesis de hidrogeles a partir del monémero acido 2

metacriloiloxibenzoico.

Una vez sintetizado y caracterizado el mondmero, se procedid a preparar los
hidrogeles, mediante el método de polimerizacion en disolucion via radicales libres.
Los primeros hidrogeles se sintetizaron con ayuda de Metilen bisacrilamida al 3%
como entrecruzante, APS como iniciados y TEMED como catalizador de la reaccion,
se dejo en refrigeracidon a 6°C, obteniendo resultados negativos, por lo que se
procedié a cambiar las condiciones de reaccion a 35°C por 24 horas, la cual se
consiguié con ayuda de una estufa, sin embargo no se logré tener la consistencia
adecuada de un hidrogel, por lo cual conllevo a cambiar los reactivos utilizados para

llevar a cabo la polimerizacion del monémero.

Para la posterior preparacion de hidrogeles se optd por cambiar el entrecruzante por
EGDMA purificado, de igual forma se cambid el iniciador por AIBN y se adiciono
DMSO como disolvente, ademas se aumentoé la cantidad de mondmero utilizada con
respecto a la sintesis anterior, una vez terminada la reaccién se coloco en placas de
vidrio silanizadas, fijando las condiciones de reaccion en una temperatura de 65°C
por 24 horas en estufa con una atmaosfera inerte con nitrégeno. Con estas condiciones
se logré una correcta preparacion de los hidrogeles, obteniendo una consistencia
caracteristica pero débil, ya que al separarlo de la placa de vidrio este se fracturé un
poco, ademas de presentarse 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 presentd una apariencia transparente.

1ll.4. Caracterizacion de los hidrogeles

1ll.4.1. Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR).

Al igual que el mondmero de MAOB, el hidrogel presenta en su mayoria, los mismos

grupos funcionales, a continuacion se describen las bandas encontradas en su

espectro.
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Una de las primeras bandas en aparecer en el espectro (Figura 11) se encuentra una
sefial de intensidad baja en entre los 3000 — 3100 cm ™! esta sefial se asocia al grupo
funcional =C-H (Aromatico), a 2929.71 cm~! una sefial con intensidad baja, que se
asigno al estiramiento C-H (Alifatico), a 1801.41 ¢cm™! se observa una sefal con
intensidad baja, que se asignd al estiramiento O-Sust (bandas de combinacion), a
1698.56 cm ™! una sefial con intensidad fuerte, asociada a la vibracion del estiramiento
C=0 (Acido carboxilico), a 1605.38 cm~! una sefial de intensidad media, que se
asigno al estiramiento C=C (Aromatico), entre 1300 — 1000 cm ™! se observan sefiales
de intensidad fuerte, asociadas al estiramiento C-O (Ester), finalmente a 746.25 cm™*
se observa una sefal de intensidad fuerte, que se le asignd al estiramiento C-H,

encontradas comunmente en los anillos aromaticos substituidos.

2929.77
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746.25

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Figura 11. Espectro de infrarrojo del hidrogel.

1ll.5. Comparacion de espectros entre el Monémero de MAOB e hidrogeles

sintetizados.

Como se menciond con anterioridad, el monémero y el hidrogel presentan en su
mayoria los mismos grupos funcionales en su estructura. Sin embargo ciertos grupos
funcionales tienden a desaparecer al momento de realizar la preparacion del hidrogel,
esto debido a que al someter la reaccion a las condiciones dabas en el apartado de
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sintesis del hidrogel, se llevara a cabo el proceso de polimerizacion del monémero,
esto con ayuda del iniciador y el entrecruzante utilizados, estos ayudaran a la
formacién de las cadenas poliméricas que a su vez se encargaran de formar la red
tridimensional de dicho hidrogel, a continuacion se muestra una comparativa de

ambos espectros obtenidos (Figura 12).
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Figura 12. Espectro de infrarrojo comparativo de monémero de MAOB e hidrogel.

En la parte superior (color negro), se muestra el espectro del monémero de MAOB,
en la parte inferior de la imagen (color azul) se encuentra el espectro del hidrogel
obtenido. Entre 4000 — 2000 cm™! no existe una diferencia significativa de sefales,
ambos presentan las mismas sefales, cabe resaltar que en el monémero se muestran
las sefiales un poco mas definidas en comparacioén con el hidrogel. A partir de este
punto se encuentran las diferencias significativas, en el hidrogel se pierde una senal
del estiramiento C=0 del éster localizada a 1734.22 ¢m™1, ademas se aprecia una
sefial de mayor grosor o no tan definida a 1698.56 ¢m™1. El cambio mas significado
se presenta al desaparecer la sefal del estiramiento C=C (enlace vinilico), como
podemos observar en la imagen, en el espectro del mondmero se encuentra una senal
de intensidad baja a 1636.78 cm™! , mientras que en el hidrogel esta sefial no se
presenta, debido al proceso de polimerizacion, ya que al generarse dicho proceso, la

molécula pierde enlace y da lugar a la generacidén de una molécula polimérica.
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1ll.6. Experimentos de hinchamiento de hidrogeles.

Los hidrogeles de acido 2-metacriloiloxibenzoico, se clasifican como hidrogeles
polielectrolitos anionicos, que contienen grupos acidos deébiles (-COOH) en los
sustituyentes laterales de la cadena principal. Dichos hidrogeles presentan la
capacidad de responder a estimulos externos, por lo cual se llega a la conclusién que
son fisiolébgicamente sensibles.

Algunos de los estimulos a los cuales se presenta una respuesta, en este caso un

comportamiento de hinchamiento son el pH y la temperatura.

El aumento del pH en el medio de prueba, provoca un incremento en el grado de
ionizacion en la red polimérica del hidrogel, ocasionando un relajamiento en las
cadenas poliméricas, que en conjunto con la generacion de contraiones moviles
dentro del hidrogel (aumento de la presidn osmoética), se induce a una fase de

hinchamiento.
Se realizaron pruebas de hinchamiento de los hidrogeles obtenidos en soluciones

gastrointestinales simuladas a pH 1.2, 6.8 y 7.4. El analisis del grado de hinchamiento

se determino con la siguiente ecuacion:

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

hidrogel hinchado en un tiempo determinado y Ws es el peso del hidrogel seco.

En la Figura 13, se muestran los resultados obtenidos en la prueba de hinchamiento

a los distintos pH’s en un intervalo de tiempo de 7 horas.

37



100

904 —m— pH=1.2
| —=— pH=6.8
01 = pH=74 /ﬁ
o 60- /
€ | (]
@ 504
£ 404 /
I ]
R 304 _u
0] ./
- /.
104 w" — i//%
- - . _— §/
| ! I ! I ' I ! I ! ! I ' ! I '
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Tiempo (min)

Figura 13. Grafico comparativo de % de hinchamiento con respecto al tiempo a
diferentes pH’s.

Se puede apreciar que el hidrogel sintetizado, presenta una transicion mayor a pH
mas alcalinos (6.8 y 7.4), mientras que a pH acidos (1.2) no se logra observar
hinchamiento solo se presenta un cambio de color de transparente a blanco.

Los resultados obtenidos confirman que el hidrogel presenta afinidad a pHs alcalinos
como se observod en el estudio de hidrolisis — liberacion, ya que como se observa en
la grafica, el aumento en el porcentaje de hinchamiento del hidrogel va aumentando
de manera constante conforme el pH aumenta. Cabe mencionar que transcurridas 48
horas a pH 6.8 y 7.4 se presentd un colapso total, confirmando que el hidrogel es

sensible a este tipo de estimulos.
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lll.7. Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Una vez transcurrido el tiempo de corrida se procedié a comparar los cromatogramas
tanto del estandar de referencia, como el de la muestra problema. Como podemos
ver en el cromatograma del estandar de referencia (Figura 14), se observa un pico
definido con un tiempo de retencion de 3.42 minutos. Dicho resultado se asocia
directamente al acido salicilico, ya que el tiempo de retencion obtenido bajo las
condiciones aplicadas, corresponde a lo indicado en la Farmacopea de los Estados

Unidos Mexicanos.

Figura 14. Cromatograma de estandar de referencia de acido salicilico.

El cromatograma de la muestra problema (Figura 15) nos da un resultado similiar en
comparacion con el estandar de referencia, arrojando un pico bien definido con un
tiempo de retencion de 3.41 minutos, asociado al acido salicilico presente en el medio
tomado del estudio de hidrolisis — liberacién, comprando la liberacion de dicho

farmaco en el medio.
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Figura 15. Cromatograma de hidrogel después de estudio de hidrolisis — liberacion.

1ll.8. Cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria de masas

El espectro obtenido en la espectofotometria de masas nos da como resutado la
presencia del ion molecular del acido salicilico, ya que como podemos observar
(Figura 16), se obtuvo una sefal a 138.15 g/mol, la cual se asocia a directamente al
acido salicilico, ya que este presenta una masa molecular de aproximadamente
138.121 g/mol, ademas se comparo en una base de datos arrojando una

conincidencia significativa con dicho compuesto.
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Figura 16. Espectro de masas de acido salicilico obtenido a partir del medio de

liberacion.
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111.9. Estudio de Hidrolisis — Liberacion.

El estudio de hidrolisis — liberacién en medios gastrointestinales que se muestran a
continuacion, se realizé con el fin de observar el comportamiento del hidrogel (Figura
18), y corroborar si son sensibles cuando son sometidos a condiciones diferentes, por
ejemplo a un cambio de temperatura o pH. En este estudio se realiz6 la prueba a 37°C
ya que es la temperatura corporal promedio, de igual forma se estudio por triplicado
a diferentes pH's (1.2, 6.8, 7.4) para comprobar si el efecto de pH influencia en la
liberacion del farmaco. Ademas con esta prueba podemos observar el tipo de
liberacién que se presentaran en los hidrogeles, lo cual es de gran ayuda ya que aun
no se hay un estudio en el cual se reporta el tipo de liberacion que presentan.

La liberacidn de farmaco en pH’s mas alcalinos (6.8 y 7.4), presentan una cinética de
liberacién sostenida, mientras que un pH mas acido (1.2) se observa una casi nula
liberacién del farmaco, esto debido a que el hidrogel no tiende a colapsar a este pH
(Figura 19).

En la Figura 17, se muestra una comparacion en la cantidad de como en el medio
acido la liberacion de farmaco es casi nula, alcanzando solo alrrededor de un 4% de
fraccion libre de farmaco en un intervalo de tiempo relativamente amplio de 48 horas.
Esto demuestra que el hidrogel no es sensible a pH acido, con lo cual se asume que

la liberacion a nivel estomacal es nula o casi nula.

En el medio intestinal a pH 6.8 se observa una liberacion sostenida, en la cual dentro
de las primeras 5 horas no se observa una liberacion minima de farmaco como tal,
esto debido a que el hidrogel se mantiene colapsado (Figura 20), al estar en este
estado el hidrogel mantiene dentro la mayor cantidad de farmaco, pero despues de 6
horas de estudio se observa un aumento en la cantidad de fraccion libre, manteniendo
un aumento progresivo de este hasta el ultimo muestreo el cual se realiz6 a las 48
horas, obteniendo una maxima liberacién del 70% de fraccién libre. El aumento de la
fraccion libre se asocia a que el hidrogel es sensible a pH alcalino con ayuda de la
temperatura, lo cual provoca que este se hinche, en este estado sus cadenas
poliméricas se encuentren mas relajadas, provocando que estas se estiren y tiendan

a liberar el farmaco que se encuentra dentro.
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En cuanto a la liberacién de acido salicilico a pH intestinal de 7.4, se observa una
liberacién sostenida al igual que la liberacion a pH 6.8, cumpliendo con casi las
mismas cualidades que dicha liberacion presenta, ya que como se observa, a pH 7.4
tambien hay una liberacion minima de farmaco dentro las primeras 5 horas, mas
siembargo despues de las 6 horas exite un aumento en la fraccion libre, alcanzando
un 70% de farmaco libre en las primeras 24 horas y un 100% de farmaco libre a las
48 horas de muestreo, demostrando que a pH 7.4 hay una mayor afinidad por parte
del hidrogel, causando una mayor liberacién de farmaco en el medio (Figura 21).
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Figura 17. Grafico comparativo de liberacion de acido salicilico en los diferentes
pH’s.
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Figura 20. Apariencia del hidrogel después de 48 horas de estudio a pH 6.8.
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Figura 21. Apariencia del hidrogel después de 48 horas de estudio a pH 7.4.

CAPITULO IV. CONCLUSIONES

1.

Se logro sintetizar exitosamente el mondmero acido 2-metacriloiloxibenzoico
(MAOB) a partir de acido salicilico y 4-dimetillaminopiridina (DMAP) mediante
un proceso de esterificacion, el mondmero presenta en su estructura un enlace

vinilico y un acido carboxilico caracteristico de este monomero.

Se logré encontrar las condiciones ideales de reaccion para llevar a cabo una
correcta sintesis del hidrogel del monémero de MAOB, mediante el método de
polimerizaciéon en disolucion via radicales libres en atmosfera inerte de
nitrogeno; ademas se determind que el utilizar EGDMA se consigue un

entrecruzamiento apropiado entre los monomeros.

Se realizé un experimento de hinchamiento en soluciones amortiguadoras a
pH 1.2, 6.8 y 7.4, con el fin de observar el comportamiento del hidrogel
sintetizado a estimulos de pH. El hidrogel mostrd ser sensibles a cambios de
pH tal y como se esperaba, mostrando una afinidad mayor por pH’s mas altos
(6.8 y7.4). Elaumento de pH en el medio genera un mayor grado de ionizacion,
desencadenando un aumento en la presion osmotica del hidrogel y por ende
provocando dicho hinchamiento.
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4. Se llevaron a cabo estudios de hidrolisis — liberacién in vitro en un oscilador
con soluciones amortiguadoras pH 1.2, 6.8 y 7.4 a 37°C, 40 r.p.m. durante 48
horas, las cuales mostraron que a un pH menor la liberacion de acido salicilico
es casi nula, ademas de mostrar un hinchamiento minimo. A pH mayor se
observa una mayor liberacién de farmaco, siendo a pH 7.4 la condicion con
resultados mas positivos donde se observa una liberacion mayor durante el
tiempo de estudio. Complementariamente se logré cuantificar e identificar el
acido salicilico en el medio, confirmando que a partir del hidrogel se puede

liberar farmaco.

El hidrogel sintetizado a partir del monémero de MAOB presenta la capacidad
de exhibir cambios con respecto a la variacion de pH y temperatura, lo cual
permite ser utilizado como sistema de liberacion de &acido salicilico, el
comportamiento hinchamiento es gradual permitiendo wuna liberacion
sostenida. Los resultados de la prueba de hinchamiento concordaron con el
estudio de hidrolisis — liberacion in vitro, donde a pH 6.8 y 7.4 se presento un
hinchamiento mayor con respecto a pH 1.2, lo cual mostro cantidades liberadas
casi nula a pH 1.2, mientras que a pH 6.8 y 7.4 se observa una liberacion
superior, sin embargo a pH 7.4 se observa una liberacién mayor, donde se
exhibe una fase de hinchamiento mayor en un lapso de tiempo mas corto con

respecto a los otros dos pH.
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CAPITULO V. ANEXOS.

Absorbancia

Absorbancia
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Figura 22. Curva de Calibraciéon pH 1.2.

y=0.051x-0.0015
R%=0.9998
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Figura 23. Curva de Calibraciéon pH 6.8

y=0.0379x+0.0011
R%=0.9999
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Figura 24. Curva de Calibraciéon pH 7.4
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