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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién incluye la preparacién de hidrogeles en base a
N-isopropilacrilamida (NIPAAm); este mondmero se eligi6 debido a sus cualidades
principalmente termosensibles. Su comportamiento se basa en el colapso o en el
hinchamiento del gel cuando su temperatura se encuentra por arriba o por debajo de su
temperatura de transicién (Ttr) respectivamente. Con este tipo de geles se pretende la
liberacidon controlada por medio de pulsos esto es aprovechando las diferencias en la
cinética de colapso, utilizando hidrogeles de NIPAAm con diferentes porcentajes de
microparticulas (MP’s) tienen una temperatura de transicion marcada a 32°C la cual es
reportada por diferentes autores, esta cuenta con una buena capacidad de hinchamiento
que es regida en parte por la cantidad de entrecruzante que contiene, y lo mas importante
es que se comprobd que las microparticulas ayudan a que el hidrogel muestre un colapso

en menos de 10min.

Este sistema tiene deficiencias debido a que se colapsa lejos de la temperatura
corporal de 37°C lo cual nos motiva a pensar en una forma de ajustar la temperatura de
transicion de estos y lograr considerarlo un sistema de liberacién adecuado para la
liberacion de proteinas las cuales puedan ser cargadas en sistemas de liberacién y poder

tratar enfermedades que asi lo requieran actualmente.

Una vez identificado el problema se procedié a la formulacidon de microparticulas

de NIPAAm con dos diferentes copolimeros siendo acrilamida (AAm) y N,N-



dimetilacrilamida (DMA), logrando un ajuste de temperatura en las MP de
NIPAAM/AAM(15%) y NIPAAM/AAM(20%) de 38°C y 40°C respectivamente. Mostrando los
mayores tamafios de 1023nm y 804nm respectivamente, con lo cual entre mayor sea la
MP mayor sera el poro al momento del colapse. Se prepararon hidrogeles con NIPAAm y
copolimerizado en busca del ajuste de temperatura, donde se logré obtener el hidrogel de
NIPAAm/DMA(20%) que mostré una temperatura de transicion de 38°C. Una vez
determinado el hidrogel y las MP elegidas se realizaron diferentes formulaciones variando
los 3 tipos de MP elegidas y los porcentajes de las mismas; se prepararon con 3% de

entrecruzante, 1% de APS como iniciador y 1% de TEMED como catalizador.

Una vez concluida la sintesis, se procedid a estudiar el comportamiento del
hinchamiento el cual se determind por el grado de hinchamiento (Q) en diferentes
circunstancias, como son la cinética de hinchamiento, de colapso, y de
hinchamiento/colapso, los cuales se realizaron en agua y se logro verificar la capacidad de
cada gel para absorber el disolvente a diferentes temperaturas, siendo el de 30%MP
NIPAAM/AAM(20%) el que tiene una mayor capacidad de hinchamiento y el de 15%MP
NIPAAmM el que tiene una menor capacidad. Los geles colapsan rdpidamente en menos de
10 min, con excepcidon del gel 15%MP NIPAAM/AAmM(15%) el cual tiene un colapso
paulatino y todos muestran una capacidad de hinchamiento y colapso con repetitividad y

capacidad de pasar por los ciclos conservando su estructura.

Se realizaron liberaciones con Vit B12, Citocromo C, proteina verde fluorescente

(GFP) y albumina marcada con fluoresceina los cuales se liberaron en ciclos de



temperatura de 25°C a 42°C y 37°C a 42°C, donde nos muestra que para Vit B12 su

cargado es poco, no responde ante los estimulos y se libera rdpidamente.

El citocromo C manifiesta una mayor capacidad de cargado y su liberacion
demuestra cierto control ante los estimulos. La Albumina nos muestra que puede ser

cargaday liberada a pesar de ser una macromolécula.
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II.L1. ANTECEDENTES

En los dltimos afios la investigaciéon farmacéutica se ha centrado en el desarrollo
de nuevos y mas sofisticados sistemas de liberacién de farmacos, con la finalidad de
mejorar al maximo los tratamientos terapéuticos debido a que la distribucién sistémica de
los farmacos provoca reacciones adversas y toxicidad asociada a los mismos, como
consecuencias se busca disefar y sintetizar materiales inteligentes capaces de responder a
diferentes reacciones fisioldgicas?, liberando su carga en su sitio de accién, en la cantidad
adecuada, tiempo preciso y a la velocidad deseada.?

Se reportan diferentes sistemas de liberacién de farmacos de los cuales se han
estudiado nanoparticulas, microparticulas, microesferas, microcapsulas®, asi como la
modalidad de sistemas de liberacién sostenida, controlada y pulsatil.

Los materiales o polimeros inteligentes se basan en la respuesta a ligeros cambios
en su entorno como temperatura, pH, luz, campo eléctrico, moléculas bioldgicas, etc.,
sufriendo cambios drasticos en sus propiedades.*’ Este comportamiento Unico que
muestra el sistema, sumados a buenas propiedades mecanicas, alta biocompatibilidad,
biodegradabilidad, permiten aplicaciones tecnoldgicas en quimica, medicina, medio
ambiente, agricultura y en otros campos de la industria.®® El desarrollo de polimeros
inteligentes se ha incrementado debido al interés por implementar sistemas de liberacién
de fdrmacos con localizacidn o direccionamiento especifico.'?

En la actual generacién de materiales inteligentes se busca que los materiales sean
suaves y humedos, tales como fluidos electrorreolégicos, fluidos magnéticos y geles de

polimeros.®



El monédmero de N-isopropilacrilamida (NIPAAm), es uno de los monémeros mas
estudiados en la actualidad ya que es un mondmero sensible a la temperatura, este como
hidrogel tiene termosensibilidad negativa, es decir, que se reduce o colapsa al aumentar la
temperatura® 1, cuya transicion se encuentra alrededor de 32°C.}*%> Cuando estos
hidrogeles de NIPAAm se someten a una temperatura por debajo de 32°C se comportan
como un material hidrdéfilo, esto provoca su hinchamiento, y por encima de esta se
comporta como hidréfobo, originando que la estructura se colapse sobre si misma, esto
origina que el contenido de la estructura tridimensional sea desplazado al exterior.®
NIPAAm es un mondmero muy practico, ya que es facil de alterar de sus propiedades al
ser copolimerizado con mondmeros hidrofilicos o hidrofébicos, asi como con sales o
tensoactivos.'®

NIPAAm cuenta con propiedades de hinchamiento a través de la absorcién de
grandes cantidades de agua o soluciones acuosas, esta no es solo una propiedad fisica si
no que depende de la naturaleza quimica del polimero asi como el tipo de
entrecruzamiento,!’ esta propiedad los convierte en materiales de enorme interés, en
medicina por su aplicacion como sistemas de liberacidon controlada y/o sostenida de
principios activos, dispositivos para diagndstico, substrato para el cultivo de células, geles
para electroforesis, desintoxicantes sanguineos, membranas para hemodidlisis, sistemas
terapéuticos biodegradables, lentes de contacto, implantes, entre otras aplicaciones.®

La NIPAAm presenta grandes deficiencias como gel, que le impiden llegar a ser
considerado por si solo como un sistema de liberacion, ya que al colapsarse por arriba de

su Ttr forma una piel en el exterior y bloquea la salida del disolvente. Este problema atrajo

7



el interés en investigar y mejorar estos geles de NIPAAm, una investigacidon propuso la
incorporacion de sales inorgdnicas con la intencidon de formar macro poros en el gel los
cuales evitarian la formacién de la piel y con ello el bloqueo de la liberacién, dando como
resultado una pequeifia liberacién pero surgiendo el mismo problema ya que los poros
formados se cierran a altas temperaturas, causando un bloqueo, ocasionando el mismo
inconveniente en la liberacion.'® Esto nos condujo a la busqueda de nuevas alternativas
para lograr mejorar este sistema de liberacion.

En el laboratorio de Biofarmacia de la Universidad Auténoma de Baja California, se
sintetizaron microparticulas (MP) de NIPAAm las cuales se analizaron por medio de
dispersién de luz dindmica (DLS), la cual mostré un tamafio de particula de 600nm a 25°Cy
una Ttr de 32°C. Estas fueron colocadas en lo hidrogeles para evitar la formacién de capa
exterior. Dependiendo de los porcentajes utilizados en los hidrogeles se logré establecer
gue a mayor contenido de MP mayor hinchamiento esto debido a la cantidad de poros
gue se forman, de igual manera la capacidad de colapso es mejorada por las MP’s. Las
liberaciones mostraron que son capaces de liberar macromoléculas al momento del

colapsarse.?®



I.2.  JUSTIFICACION

En el laboratorio de Biofarmacia en FCQl de UABC, actualmente se realizan
trabajos de investigacion de sintesis de mondmeros para el desarrollo de vehiculos
farmacéuticos a partir de polimeros sensibles a la temperatura.

Una de las grandes aplicaciones para estos materiales es el principal interés de
generar un sistema de liberacién de farmacos pulsatil, esto ha impulsado el mejoramiento
en los geles de NIPAAm, ya que pueden llegar a ser un vehiculo adecuado para liberacién
de proteinas. En la actualidad se contempla la utilizacién de las proteinas y péptido como
agentes terapéuticos y con ello ser capaces de combatir enfermedades mal controladas
con los sistemas actuales, sin embargo el desarrollo de productos farmacéuticos de este
tipo ha tenido diferentes problematicas como estabilidad, baja biodisponibilidad, asi como
vida corta de proteinas y péptidos.*!

En este proyecto se pretende obtener sistemas de liberacion pulsatil de
macromoléculas en temperaturas superiores a la corporal. La propuesta se basa en
mejorar la formulacidn de los geles de NIPAAm para lo cual se proponen dos métodos: a)
Iniciando con el cargado de macromoléculas de manera in situ con las microparticulas de
NIPAAmM, b) mejorar las microparticulas a través de la incorporacién de una copolimero
gue aumente la Ttr de las microparticulas con el fin de lograr esta una temperatura de

liberacion superior a la corporal y utilizarse para un control negativa de la liberacién.



11.3.

OBJETIVOS GENERALES

Desarrollar un sistema de liberacién pulsatil microestructurado sensible a la

temperatura con la capacidad para liberar macromoléculas de manera pulsada con una

velocidad adecuada y mostrando un control positivo de la liberacion.

1.4.

OBJETIVOS PARTICULARES

Preparacion de hidrogeles cargados con macromoléculas de manera in situ
Preparar microparticulas de NIPAAm copolimerizado con ajuste de temperatura
superior a la corporal.

Preparar hidrogeles con copolimeros con un ajuste de temperatura mayor a 37°C
Preparar hidrogeles de NIPAAm/DMA(20%) con diferentes porcentajes y tipos de
microparticulas.

Estudiar el grado de hinchamiento con respecto a la temperatura y determinar la
temperatura de transicion.

Estudiar las cinéticas de hinchamiento, colapso e hinchamiento/colapso de estos a
diferentes temperaturas.

Estudio de cargado de los hidrogeles con diferentes macromoléculas en diferentes
ambientes.

Estudio de la liberacidon pulsatil de los hidrogeles con macromoléculas con ciclos de

temperaturas (25-42°Cy 37-42°C).
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I1.1. SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA

En las ultimas décadas, la investigacién farmacéutica se ha centrado en el
desarrollo de nuevos y mas sofisticados sistemas de liberacién controla, con la finalidad de
racionalizar al maximo los tratamientos terapéuticos,?! esto ha sido impulsado por dreas
como quimica de polimeros, biotecnologia y nanotecnologia entre otras.??

El éxito de estos sistemas de liberacidon controlada, se debe a los beneficios
econdmicos y terapéuticos que estos ofrecen, principalmente por la miniaturizacion de los
dispositivos, el control de tiempo de liberacion y ubicacién de los sistemas en lugares
especificos del organismo.?3

Las formas farmacéuticas de liberacion modificada (FLM) son aquellas disefiadas
de tal manera que se modifica la velocidad o el lugar de liberacién del principio activo
respecto a las formas farmacéuticas de liberacidn inmediata del mismo principio activo. Su
uso no estd justificado a menos que ofrezcan ventajas sobre las formas de liberacién
inmediata, generalmente mas baratas. Un medicamento formulado como FLM debe
demostrar ensayos clinicos controlados una eficacia similar o superior o bien un perfil de
seguridad/tolerabilidad mas favorable a igualdad de eficacia, comparado con la forma de

liberacidon inmediata.?*

Sistema de liberacion controlada.- Este se relaciona con otros términos como
liberacion prolongada, liberacidn sostenida, sistemas dirigidos entre otros. Esto nos llevan
a un punto en que coinciden en que son sistemas disefiados para controlar la

concentracion del principio activo, prolongar el efecto terapéutico, o bien tratar de
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eliminar o reducir efectos secundarios, buscando que la concentracion del farmaco se
mantenga constante en el organismo.?>?%’

Sistema de liberaciéon pulsatil.- También llamados sistemas de liberacion por
pulsos, o secuencial. Su objetivo principal es liberar el principio activo en varias fases, una
de forma inmediata y la otra al cabo de un tiempo determinado. Este mecanismo es de
mayor interés ya que se puede hacer coincidir la liberacidon de algunos principios activos
con determinados ciclos circadianos hormonales.t! 2>

Algunos ejemplos de los farmacos que en la actualidad existen por medio de
liberacion pulsatil son Pulsincap®, Ritalin®, and Pulsys®.2> 28 En la Figura 1 se observa un
esquema de la cinética de liberacidn pulsatil.

El objetivo de cualquier tipo de sistema de liberacion, es suministrar la cantidad
adecuada de farmaco en el lugar apropiado del organismo, con la que alcance

rapidamente la concentracion de farmaco deseado y durante el tiempo necesario.?’

Concentracién

tiempo (h)

Figura 1.- Representacién de una liberacién pulsatil.
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I1.2. POLIMEROS INTELIGENTES: HIDROGELES
.2.1. Polimeros

Los polimeros se producen por la unidn en secuencia de cientos de miles de
moléculas denominadas mondmeros, una unidad después de la otra, para formar largas
cadenas de las formas mads diversas, en algunos casos son lineales, ramificadas o
interconectadas formando reticulos tridimensionales. La unidad repetitiva del polimero es
usualmente equivalente o casi equivalente al monémero o material de partida del que se

forma.3°

1.2.2. Copolimeros

Cuando un polimero se forma por medio de uniones entre si de un solo
mondémero, se le conoce como homopolimero, mientras que un copolimero es una
macromolécula compuesta por dos o mas unidades repetitivas distintas, que se pueden
unir de diferentes formas por medio de enlaces quimicos. Estas combinaciones de
mondmeros se realizan para modificar las propiedades de los polimeros y lograr nuevas
aplicaciones. Al variar las proporciones de los mondmeros, las propiedades de los
copolimeros varian también de manera que el proceso de copolimerizacién permite hasta

cierto punto sintetizar polimeros con propiedades y caracteristicas deseadas.3?

Copolimeros alternados: es cuando dos mondmeros estas dispuestos segun un

ordenamiento alternado, el polimero es denominada copolimero alternado, Figura 2.
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Figura 2. Representacidn de un copolimero alternado

Copolimeros al azar: en un copolimero al azar, los dos monémeros pueden seguir

cualquier orden Figura 3.

o0 0e @

Figura 3. Representacion de un copolimero al azar

Copolimeros de bloque: en un copolimero de bloque, las cadenas poliméricas
estan formadas por largas secuencias (bloques) de una misma unidad monomérica
covalentemente unidas a otra larga secuencia de otra unidad monomérica diferente. Los
bloques pueden estar conectados en diversas formas, como por ejemplo dibloques o
tribloques. Un copolimero dibloque puede ser imaginado como dos homopolimeros

unidos por sus extremos, Figura 4.

Figura 4. Representacion de un copolimero en bloque

11.2.3. Hidrogeles
Los hidrogeles son redes tridimensionales hidréfilas que son quimicamente
reticulados o enredados fisicamente con una excelente capacidad de hinchamiento con

agua. A nivel molecular, el agua en un hidrogel actia como vinculo a grupos hidréfilos
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polares como agua o llena el espacio entre las cadenas de la red, poros o huecos como
"agua libre". Los hidrogeles se caracterizan como material blando con alto contenido de
agua, que es similar al tejido blando, por lo que tienen buenas propiedades
biocompatibles y se han explotado en muchos campos tales como productos

farmacéuticos, cultivo celular e implantes biomédicos.3% 33

Los geles se dividen en dos categorias principales basandose en el tipo de enlace
que los forman: a) geles entrecruzados quimicamente y b) geles entrecruzados

fisicamente.3*

a) Geles entrecruzados quimicamente.- Son redes tridimensionales que se
encuentran entrecruzadas covalentemente. Este tipo de geles se forman por un enlace
muy fuerte no pueden disolverse en agua o cualquier otro tipo de disolvente, estos no son
reversibles con la temperatura, una vez rotos los enlaces no se pueden volver a formar.3

Figura 5a

b) Geles entrecruzados fisicamente.- Este tipo de geles (también llamados pseudo
geles) son redes tridimensionales que se encuentran unidas por fuerzas asociativas
capaces de formar un entrecruzamiento no covalente. Estas interacciones incluyen fuerzas
moleculares secundarias como: fuerzas de van der Waals, puentes de hidrdgeno,
atracciones idnicas, interacciones hidrofdbicas, entre otras. Este tipo de geles
eventualmente se disolveran en agua o cualquier otro disolvente y ademds se pueden

fundir al calentarlos.3* Figura 5b
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a) Gel entrecruzado quimicamente. b) gel entrecruzado fisicamente

Figura 5.- Descripcidon esquematica de tipos de entrecruzamiento de geles.

11.2.4. Polimeros inteligentes

Son polimeros capaces de reponerse a cambios dramaticos de propiedades como
respuesta a pequefios cambios del ambiente, los sistemas mas estudiados desde un punto
de vista biomédico son aquellos sensibles al pH o la temperatura. El cuerpo humano
presenta variaciones de pH a lo largo del tracto gastrointestinal, y también de
temperatura en algunas areas especificas o con padecimientos, debido a que el cuerpo
humano responde ante estos cambios es asi como los polimeros termosensibles buscan
relacionarse con la temperatura critica cerca al del cuerpo humano y con ello llegar a ser

sistemas efectivos.31: 3°

1.2.4.1 Polimeros inteligentes sensibles a temperatura
Estos polimeros se dice que son sensibles a la temperatura ya que se ha observado
gue la variacién de este parametro provoca cambios estructurales interesantes, que

permiten su aplicacion en biomedicina.

17



En la mayoria de estos materiales existe un punto critico en cual ocurre la
temperatura de transicidn, una pequena cantidad de polimeros responden a lo que se
llama temperatura de transicidon de fase inversa o temperatura critica inferior de solucién
(LCST), esto significa que el gel a temperaturas por debajo de su LCST se encuentran
hinchados, mientras que si se aumenta la temperatura por arriba de esta el gel colapsa
(Figura 6).

La variacion de la LCST en un amplio rango permite la aplicacién de este material
no solo en el campo de los biomateriales sino también en sistemas de membranas,

vélvulas, y sensores.3®

ST
/60 s A
v%g oy ©

(o~

Figura 6. Representacion esquematica del efecto térmico de un hidrogel que contiene

farmaco.

Una caracteristica interesante de muchos geles sensibles a estos estimulos es que

el mecanismo que causa el cambio estructural es completamente reversible (Figura 7).3°
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Los materiales inteligentes pueden clasificarse en funcion de su sensibilidad hacia
un estimulo externo o clasificarse segun la respuesta que manifiesten frente a un cierto
estimulo, respuestas cdmo, hinchamiento/contraccion, flexion, cambio de color, cambio

de estado, luminiscencia y conductividad.3®

Gel hinchado Gel colapsado

Figura 7. Representacion esquematica del comportamiento reversible del gel

(hinchamiento/colapso).

Los geles se han empleado como sistemas matrices para cultivo celular,
biosensores, musculos artificiales, reemplazos de piel, ligamentos y cartilago, valvulas
guimicas superabsorbentes, liberacién controlada de farmacos entre muchas otras
aplicaciones.?

Los hidrogeles sensibles a la temperatura son quizas la clase mas estudiado de los
sistemas de polimeros sensibles al medio ambiente en la administracién de farmacos. En

estos al menos un componente del sistema de polimero debe poseer una solubilidad
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dependiente de la temperatura en un disolvente es decir, agua. Con el fin de obtener un
hidrogel que cambia drasticamente su grado de hinchamiento en agua, los componentes

de gel deben ser insolubles por encima o por debajo de una cierta temperatura.

Para aplicaciones de liberacion de farmacos, se ha propuesto sistemas de
liberacion con cambios en la temperatura ya que el fenédmeno que ocurre cuando se lleva
a cabo la agregacién de polimero se considera que es termodinamicamente similar a la

temperatura cuando una proteina es inducida para lograr causar el plegado de esta.*®

lll.3. GRADO DE HINCHAMIENTO (Q)

El grado de hinchamiento se define como la capacidad de penetracién de las
moléculas del disolvente en el polimero y este depende de su naturaleza, del grado de
entrecruzamiento del polimero y de la naturaleza del disolvente, entre otros factores.*

Cuantificacion del grado de hinchamiento.- Es la cantidad de liquido (agua, fluido
bioldgico, disolvente orgdnico) que logre atrapar el gel en su matriz polimérica y se calcula
con la Ecuacién 12, donde W representa el peso del gel himedo y W;s el peso del gel

seco.

_ Wh—Ws
N Ws

Ecuacién 1. Grado de hinchamiento
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1.3.1. Factores que afectan al hinchamiento

Los parametro que afectan el hinchamiento es la cantidad de entrecruzante,
fuerzas intermoleculares como las de Van der Waals y puentes hidrégeno, asi como a
interacciones idnicas e hidrofdbicas.3” También interviene la fuerza iénica, debido a que
las sales disueltas protegen a los grupos ionizados del gel, disminuyendo la ionizacién

efectiva del polimero.*3

Il.4. MICROPARTICULAS (MP)

La eficacia de las microparticulas puede aumentarse de forma significativa
empleando como portadores microparticulas de polimeros hidroéfilos reticulados. El grado
de interaccién, adhesidon y asimilacion de los farmacos a partir de microparticulas de
diversos tamafios, parece incrementarse a medida que disminuye el tamafio de las
particulas portadoras de los farmacos. El grado de interaccién y asimilacién del farmaco
por el paciente puede aumentarse de forma notable mediante el empleo de
microparticulas preparadas con hidrogeles "inteligentes", esto es, materiales sensibles a

los cambios de pH o de temperatura.**

I1I.5. N-ISOPROPILACRILAMIDA
111.5.1. NIPAAM
Histéricamente, en las primeras publicaciones relacionadas con la N-

isopropilacrilamida (NIPAAm) Figura 8, se puede observar la polimerizacion de este
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mondémero, el cual se ha empleado en muchas formas, las cuales incluyen cadenas
sencillas, geles macroscdpicos, microgeles, latex, peliculas delgadas, membranas, fibras,

entre otras.

CH,
™ CH |
|

AN

Q NH

CH
CH, CH,

Figura 8. Poli (N-isopropilacrilamida)

11.5.2. GELES DE NIPAAm: materiales sensibles a la temperatura

Los geles son redes entrecruzadas de polimeros, hinchadas con un liquido Figura 9.
Los principios de transicion de fase y fendmeno critico en geles poliméricos, son
esenciales para el entendimiento de los geles y sistemas poliméricos en general. Estos
fenédmenos proporcionan una herramienta experimental con la cual se pueden explorar
los fundamentos en las interacciones moleculares y reconocimientos en polimeros
naturales y sintéticos. La transicidn de fase en un gel se comprueba con una manifestacién

macroscopica.
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Mondémero Entrecruzante

Polimero

Hidrogel

Figura 9. Representacion de la formacién de un gel

La capacidad para construir geles de NIPAAm de diversas geometrias ha llevado a
un gran numero de aplicaciones las cuales aprovechan el cambio en las dimensiones del
gel para modular la difusién diferencial de especies en un medio. Esto amplia las
condiciones para modular de manera selectivamente y con control de interruptor
térmico.

Los cambios en los estados de hinchamiento o colapso de geles de NIPAAm,
pueden influenciar la difusiéon de solutos desde el interior de los geles hacia el medio
acuoso exterior. El hecho de que la LCST de los geles de NIPAAm puede ser ajustada cerca
de la temperatura del cuerpo humano (37°C) por copolimerizacién y utilizando aditivos,

hace que estos geles sean viables para aplicaciones in vivo.
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Sin embargo, los hidrogeles convencionales para entrega de proteinas sufren
ciertas limitaciones, por ejemplo la baja carga de farmacos vy la dificultad de liberacion
completa de proteinas con altos pesos moleculares a partir de las redes del hidrogel. Por
ello los esfuerzos se han dirigido a aumentar el nivel de carga del farmaco y las
propiedades de liberacién. 1°

Se han estudiado dos diferentes métodos para el cargado de macromoléculas los
cuales pretenden el aumento en el cargado vy liberacién del farmaco, uno es permitir que
el hidrogel se hinche en equilibrio en la soluciéon de farmaco, esta técnica tiene defecto
debido a que las proteinas son grandes y el nivel de carga es muy pequefio y una segunda
es por el método de cargado in situ al momento de la mezcla con el monémero, en la cual
se observa un aumento en el cargado pero una minima liberacién debido a que queda
entre la red.

Con lo anterior es el principal interés en el ambito cientifico el lograr superar estas
problematicas que presentan este tipo de sistemas, para con ello llegar a un sistema de
liberacion para macromoléculas adecuado, y con ellos ayudar a la mejora en la calidad de

vida de los pacientes.
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IV.1.

10.

EQUIPOS Y REACTIVOS

Equipos

Agitador magnético VWR Dyla-Dual

Balanza analitica Denver Instrument M-200

Bafio de temperatura, marca VWR International Shel Lab modelo 1217

Detector de luz dindmica (DLS) Equipo ZetaSizer Nano-ZS, Malvem Instruments,
ZEN3500 con laser verde 532nm

Espectrofotometro Ultravioleta-Visible Beckman Coulter DU520, Single Cell
module

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

Liofilizador Freeze Dry Sistem/Freezone 4.5 Labconco serie 0309095570, 60 cyclos
Potencidémetro, 430 Corning.

Purificador de agua, Barnstead Sybron, modelo D2604

Recirculador de agua con temperatura controlada, Cole-Parmer Polystat modelo

12101-10 y una segunda marca LAUDA ecoline RE106

b. Reactivos, Disolventes y Gases

Todos los reactivos fueron de Aldrich Chemical Company, exepto donde se indica lo

contrario:

1.

2.

Acrilamida

Agua destilada (Harrowhead)
26



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Albumina de suero bovino (BSA)
Carbonato de sodio

Citocromo C

Cloruro de amonio
Diclorodimetilsilano

Etanol

Etilenglicoldimetacrilato (Acros Organics)

Fosfato de potasio monobasico
Fosfato dibasico de sodio
Isotiocianato de fluoresceina FITC
Hexano (Fermont)
N-isopropilacrilamida
N,N'-dimetilacrilamida

N,N'-Metilenbisacrilamida

Nitréogeno grado alta pureza (INFRA S.A. de C.V.)

Persulfato de amonio (APS)
Proteina verde fluorescente
Tetrametilendiamina
Tolueno

Vitamina B12
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IV.2. PURIFICACION DE N-Isopropilacrilamida

El mondmero de NIPAAm se adquiere de manera comercial con un inhibidor de
polimerizaciéon, por lo cual es necesario realizar un proceso de purificacién para
removerlo, el mondémero de NIPAAm se purificé con hexano (25 g NIPAAmM/200 mL
hexano). Se coloca el hexano en un matraz erlenmeyer y se calienta hasta 45°C utilizando
un bafio de agua, se agrega la NIPAAm y se mantiene en agitacién constante hasta
homogeneizar, se filtra en caliente y posteriormente se dejé enfriar a temperatura
ambiente. Una vez cristalizado el contenido se filtré a vacio, realizando lavados con

hexano frio obteniendo la NIPAAm purificada.

IV.3. SINTESIS DE MICROPARTICULAS CON NIPAAm Y COPOLIMEROS

La sintesis de microparticulas se llevo a cabo en solucién, las cuales se prepararon
en las proporciones mostradas en la Tabla 1. Los diferentes monédmeros de NIPAAm,
Acrilamida (AAm) y Dimetilacrilamida (DMA) se disuelve3n en agua en las proporciones
descritas, utilizando Etilenglicol dimetacrilato (EDGMA) 5% molar como agente
entrecruzante, manteniendo esta mezcla en agitacion constante, con burbujeo de
nitrégeno por 30 min para la eliminacion del oxigeno en la solucién, posteriormente las
soluciones se llevaron a bano de aceite hasta alcanzar la estabilidad a temperatura de
80°C. una vez alcanzada la temperatura se adiciond el iniciador de la polimerizacion
persulfato de amonio (APS) al 2% w/w y se mantiene a 80°C por 45 minutos, finalmente se

retira y se coloca en un bano de hielo para detener la reaccion.
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Tabla 1. Tabla de concentraciones de mondmeros en las microparticulas

Microparticulas NIPAAM (%) AAmM (%) DMA (%)

NIPAAM 100 0 0
NIPAAmM/AAm (10%) 90 10 0
NIPAAm/AAm (15%) 85 15 0
NIPAAm/AAM (20%) 80 20 0
NIPAAm/DMA (10%) 90 0 10
NIPAAm/DMA (20%) 80 0 20
NIPAAm/DMA (30%) 70 0 30

La solucién fue purificada por didlisis contra agua destilada usando una membrana
de corte molecular de 12,000 a 14,000 g/mol y posteriormente se liofilizo. Estas
microparticulas obtenidas se analizan a través del Zetazizer para conocer su tamafio y

temperatura de transicion.

IV.4  PREPARACION DE HIDROGELES CON MP CON MOLECULAS IN SITU
Iv.4.1. Hidrogeles con MP con GFP in situ

Se prepararon hidrogeles con microparticulas de NIPAAm los cuales contienen
proteina verde fluorescente (GFP), empleando polimerizacidn via radicales libres, este
método inicia colocando en un matraz bola NIPAAm, BIS, MP de NIPAAm y GFP, estos se

mantiene con agitacidon constante por 15 min, transcurrido el tiempo es agregada la
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solucién iniciadora de APS (0.15 M) durante un minuto de agitacion, posteriormente
agregar TEMED (0.15 M) un minuto y la solucién resultante se coloca en moldes de vidrio.

Los moldes consisten en dos placas de vidrio de 10 x 10 previamente silinizadas
por inmersion en una disolucion 2% v/v de diclorodimetilsilano en tolueno durante cinco
minutos, se enjuagaron con tolueno y fueron secadas a temperatura ambiente.

Por otro lado se emplea un espaciador de hule de silicona de un milimetro de
didmetro, entre las dos placas de vidrio ensambladas con pinzas de metal. El método de
vaciado es por medio de una jeringa, con la cual se colocé la disolucién entre las dos
placas de vidrio y el molde se posicioné verticalmente y se dejo en reposo bajo
temperatura de 4°C por 24 horas para concluir con la polimerizacién (Figura 10).

Concluido ese tiempo, se extrajo la [ldmina de gel y se colocd en un recipiente con
agua para lograr su purificacién, eliminando cualquier resto de material, esto se realiza

una vez al dia por 7 dias.

Espaciadorde silicona

10cm I|I #—— Placade vidrio

*— Pinzas metalicas

Figura 10. Representacion esquematica de la preparacién de geles entre placas de vidrio.
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Una vez purificado el gel se procede al corte de los discos por medio de un
perforador de un cm de didmetro, una vez obtenido cada disco de gel se pesa para

calcular el porcentaje de cargado.

Iv.4.1.1. Liberacién de hidrogeles con GFP

El proceso de liberacién de GFP se llevo a cabo por dos diferentes procedimientos,
el primero se desarrolla en un recirculador a temperatura de 25°C y agitacion constante,
en un vial se coloca el gel, 1.5ml de buffer de fosfatos pH 7.4, en el cual se toman alicuotas
de 1 ml cada hora siendo remplazado, durante las primeras 10 horas y concluyendo con
un muestreo a las 24 y 48 horas.

Estas alicuotas son procesadas midiendo su absorbancia a dos longitudes de onda,
la primera donde la proteina GFP presenta absorbancia maxima a 474nm* y la segunda
lectura a 280nm, regién en la cual absorben los animinoacidos que conforman las
proteinas.*®

El segundo estudio de liberacién involucra un cambio en los ciclos de temperatura
siendo estos de 25°C a 42°C, realizando el mismo proceso anteriormente descrito,
iniciando este estudio en 25°C durante dos horas y posteriormente a 42°C por una hora,
tomando alicuotas cada hora durante todo el proceso, repetir el ciclo hasta completar 7
horas.

Estas alicuotas se procesan de la misma manera que el primer procedimiento y se

analizan los datos de absorbancia obtenida.
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IvV.4.2. Hidrogeles con MP con Cit C in situ

Se prepararon hidrogeles con MP de NIPAAm con Citocromo C (Cit C), siguiendo el
mismo método antes mencionado en el capitulo IV. 4.1, en este caso se varia la
concentracién de Cit C siendo 1mg/ml y 10mg/ml que es agregado en la formacién del gel
antes descrita.

Continuando con el corte de los hidrogeles y calculando su porcentaje de

citocromo C incorporado a través del peso del mismo.

IvV.4.2.1 Liberacion de hidrogeles con Cit C in situ

El proceso de liberacién de Cit C se lleva a cabo mediante el mismo proceso que
GFP por los dos diferentes procedimientos, las alicuotas obtenidas son analizadas a
528nm.

El segundo estudio de liberacidn es realizado en ciclos de temperatura de 25°C a
42°C por 1 hora en cada temperatura y tomando alicuotas en cada una, llevando este
cambio por 8 horas de muestreo y una ultima a las 24 horas. Estas alicuotas se analizan y

se procesan los datos en base a las absorbancias obtenidas.

IV.5 PREPARACION DE HIDROGELES CON AJUSTE DE TEMPERATURA
Se prepararon hidrogeles con diferentes mondmeros se realiza para logar un ajuste
en la temperatura de los mismos, esto a partir de NIPAAm y copolimerizando con

acrilamida y dimetilacrilamida mediante polimerizaciéon en disolucion via radicales libres,

32



la reacciéon se muestra en la Figura 11. Estos fueron elaborados en forma de ldmina

delgada entre dos placas de vidrio con un espaciador de silicona de 1mm.
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Figura 11.- Representacioén grafica de la conformacién de los hidrogel con ajuste de temperatura.

En la tabla 2 se muestra la relacién de los porcentajes con los que se llevo a acabd para la

realizacion de los hidrogeles.

Tabla 2.- hidrogeles de NIPAAm y copolimeros sus en sus diferentes combinaciones.

Hidrogel NIPAAM (%) Acrilamida (%) Dimetilacrilamida (%)

NIPAAmM 100 0 0
NIPAAM/AAM(10%) 90 10 0
NIPAAM/AAM(20%) 80 20 0
NIPAAmM/DMA(10%) 90 0 10
NIPAAm/DMA(20%) 80 0 20
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Se utilizaron las diferentes proporciones mostradas anteriormente en las cuales se
adicion6 como medio de disolucién agua destilada, la N-N-metilenbisacrilamida (BIS)
actla como agente entrecruzante, y es utilizado sin purificacién. Una disolucién acuosa
0.15 M de APS como iniciador y como catalizador de la reaccion TEMED en disolucion al

0.15 M.

IV.6. ESTUDIO DEL HINCHAMIENTO CON RESPECTO A LA TEMPERATURA

Este estudio se realizd con el propdsito de observar el comportamiento de los
diferentes hidrogeles ante el cambio de temperatura y con lo cual se determinard la
temperatura critica de transicidn, en base a su peso.

El estudio se inicia pesando cada uno de los diferentes hidrogeles y se registra su
peso en seco. Posteriormente se colocan en diferentes viales con 5 ml de agua destilada
cada uno, en el bafio de agua anteriormente encendido a una temperatura inicial de 50°C.

Una vez que trascurrié el tiempo necesario donde el hidrogel llega a hincharse
hasta su punto de equilibrio, se comenzé a descender la temperatura paulatinamente
cada 2°C hasta llegar a 20°C, respetando el tiempo de equilibrio y procediendo a tomar el

peso de cada gel en cada intervalo de temperatura.

IV.7. ESTUDIOS DE CINETICA DE HINCHAMIENTO
La finalidad de este estudio es conocer los cambios en el grado de hinchamiento de

los diferentes geles con respecto al tiempo.

34



Primero se obtuvo el peso de cada uno de los geles secos esto por duplicado. Se
colocd un disco del gel a la vez, en un vial con 10ml de agua destilada a 25°C con agitacidn
constante. Una vez iniciado este proceso se procedié a pesar el gel a diferentes tiempos
20, 40, 60, 120, 180, 240, 300 y 1440 minutos.

Se debe ser muy cuidadoso al momento de extraer los geles para ser pesados,este
procedimiento se realiza lo mas rapido posible, eliminando el agua excedente de cada gel
antes de ser pesado.

Con los datos adquiridos se calculdé gravimétricamente el grado de hinchamiento,
en base al agua absorbida, comparando el peso del gel hinchado y seco, conforme la

Ecuacion 1.

_ Wh—Ws
N Ws

IV.8. ESTUDIOS DE CINETICA DE COLAPSO

Este se realiza por duplicado pesando el gel en seco para poder determinar la
cinética de colapso, se procedid al hinchamiento de los geles hasta su equilibrio a 25°C por
48hr y posteriormente se colocaron en los viales con 10 ml de agua destilada a 42°C, este
estudio también inicia en 37°C y se colapsa a 42°C para asi lograr obtener los distintos
parametros de colapse, con agitacién constante, una vez colocados se pesaron a 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 minutos, con los pesos obtenidos en los diferentes tiempos

se analizo utilizando la Ecuacién 1, mostrandonos la cinética de colapso de estos geles.
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IV.9. PREPARACION DE HIDROGELES DE NIPAAm/DMA(20%) CON DIFERENTES % DE
MICROPARTICULAS

Se prepararon diferentes hidrogeles a partir de NIPAAm/DMA(20%) al cual se
incorporaran diferentes porcentajes de las distintas microparticulas, observandose en la

tabla 3, utilizando BIS como entrecruzante al 3%.

Tabla 3. Porcentajes en el gel de NIPAAM/DMA(20%) con diferentes microparticulas.

Microparticulas (n/ml) NIPAAm NIPAAm/AAM(15%) NIPAAM/AAM(20%)
(%) (%) (%)
15% NIPAAmM 15 0 0
15% NIPAAM/AAmM(15%) 0 15 0
15% NIPAAm/AAmM(20%) 0 0 15
30% NIPAAmM/AAmM(15%) 0 30 0
30% NIPAAM/AAmM(20%) 0 0 30

En todos los casos se utilizé 1% APS, 1% TEMED en base a los moles del mondmero
y copolimero segun sea el caso, variando los porcentajes y tipo de microparticulas.

El método de preparacion del los diferentes hidrogeles se realizan de la misma
manera, por lo cual se explicara el procedimiento en general.

El primer paso de este proceso es colocar los moldes de placa de vidrio en un bafio
de hielo para mejorar el proceso de polimerizacién, una vez hechos los calculos necesarios
se coloca en un matraz bola los g de NIPAAm, DMA, BIS, en agua destilada, todo esto se
mantiene en agitacién constante por 15 minutos, las microparticulas se agregan junto con

los materiales antes mencionados. Una vez transcurrido este tiempo se coloca la solucién
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de APS durante 1 minuto continuando con la agitacion, y por ultimo se agrega la solucién
de TEMED se mantiene por 1 minuto mas, para con esto concluir la preparacion
procediendo de inmediato en la colocacién de la solucidn en el molde e placas de vidrio
gue se encontraba en baiio de hielo.

Se colocan a 4°C por 24 horas, una vez trascurrido el tiempo se procede a cortar el

gel en pequefios discos de 1cm de diametro con un orador (Figura 12).

Figura 12. Viales que contienen los discos de cada diferente gel.

IV.10. ESTUDIOS DE CINETICA DE HINCHAMIENTO/COLAPSO

Estos se realizan en dos cambios de temperaturas el primero de 25°C y 42°C por
debajo y arriba de la temperatura de transicién reportada del polimero de NIPAAm y de
37°Cy 42°C en los cuales se consideran por abajo y arriba de la temperatura de transicion
de las microparticulas utilizadas. Los geles se pesaron en seco y se colocan 24 horas en
agua destilada a temperatura ambiente para lograr que se encuentre en equilibro, este

estudio se realiza en dos recirculadores de agua con temperatura controlada estos con
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agitacién constante. Se procede a colocar el gel en el vaso a 42°C durante una hora
sacando el gel cada 15 minutos para que sea pesado, después se repite el proceso en el
vaso con temperatura de 25°C o en su caso el de 37°C, este proceso se repite durante 7
horas que dura el muestreo, intercambiando cada hora en las diferentes temperaturas.
Una vez terminados los experimentos se procedio a calcular el grado de hinchamiento de
cada uno de los geles, lo cual nos muestra la cinética de hinchamiento y el colapso del gel

y si su comportamiento es reproducible.

IV.11. ESTUDIOS DE CINETICA DE LIBERACION DE MOLECULAS

Los estudios de liberacidn in vitro se realizaron por duplicado, utilizando Vitamina
B12, Citocromo C, albumina marcada con fluoresceina. Los dos primeros fueron elegidos
por su bajo peso molecular y son coloridos, la albumina para observar el comportamiento
de los hidrogeles ante una proteina de alto peso molecular facilitando su cuantificacion
por su color por espectrofotometria UV/Vis. La cinética de liberacion se efectué en

disoluciones amortiguadora de fosfatos a pH 7.4.

IV.11.1. Liberacion de Vit B12
IV.11.1.1. Cargado de geles con Vitamina B12

El método de cargado con el cual se incorpord la Vitamina B12, se inicid pesando
cada gel y colocandolo en 3 ml de una solucién de vitamina B12 la cual contenia 10mg/ml,
estos son colocados en el refrigerador a 4°C por un periodo de 7 dias para asegurar que se

ha hinchado y atrapado la maxima cantidad de la misma.
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IvV.11.1.2. Estudios de liberacion de Vitamina B12

Previo a los estudios de liberacion, se establecidé una curva de calibracién para la
Vit B12 (Anexo 1). Esta se obtuvo mediante espectrofotometria UV-Vis, cuyas lecturas se
efectuaron a una A=361 nm.

La disolucion amortiguadora de fosfatos a pH=7.4 se preparé de acuerdo a la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 82 Edicidn.

La metodologia para los experimentos de liberacién fue la siguiente: en un vial se
colocaron 3 ml de buffer en agitacién constante en un recirculador de agua con
temperatura controlada de 25°Cy 42°C o de 37°Cy 42°C Figura 13.

Acto seguido, se dispuso un disco a la vez en la solucién que contenia 3ml de
amortiguador, este se colocd primero a 25°C, se tomaron alicuotas de 1 ml cada 15
minutos, poniendo atencidn en reponer el volumen extraido, una vez transcurrida la hora
se extraia el gel, se colocaba en el vial siguiente este con temperatura de 42°C y se
continuda con la extraccién de alicuota de 1 ml y reposicién del volumen, esto se repite por
7 horas hasta lograr los 3 % ciclos, una vez terminados estos ciclos se deja el gel hasta que
sean las 24 horas y se toma una ultima alicuota.

Posterior mente se realiza el estudio de 37°C a 42°C realizando el mismo
procedimiento anteriormente descrito, solamente mostrando su diferencia en Ia
temperatura inicial.

Una vez terminado se procede a la lectura de las muestras tomadas en el
espectrofotémetro Uv-Vis a A=361 nm. Esto se realiza un gel a la vez y por duplicado, se

procedid a su comparacioén.
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Figura 13. Sistema empleado para los estudios de liberacién.
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IvV.11.2 Liberacion de Citocromo C
IvV.11.2.1. Cargado de geles con Citocromo C

El método de cargado se realizé siguiendo la misma metodologia que con Vit
B12, se inicia pesando cada gel y colocandolo en una solucién de Cit C la cual contenia

1mg/ml, estos son colocados en el refrigerador a 4°C por un periodo de 7 dias.

IV.11.2.2. Estudios de liberacion de Citocromo C

Previo a los estudios de liberacidn, se establecié una curva de calibracién para
el Cit C (Anexo 2). Estd se obtuvo mediante espectrofotometria UV-Vis a una
A=528nm. La metodologia para los experimentos de liberacién se realizo de la misma
manera que la liberacién de Vitamina B12, se tomaron el mismo nimero de alicuotas.

Esto se realizd un gel a la vez y por duplicados y fueron comparados.

IV.11.3. Liberacion de Albumina marcada con fluoresceina
IvV.11.3.1. Marcaje de Albumina con fluoresceina

El método de marcaje de albumina (BSA) inicia colocdndose 2ml de BSA 0.25
mM, un ml de isotiocianato de fluoresceina (FITC) 5 mM, en un tubo cdnico y se
aforan a 10ml con agua destilada protegido de la luz, se mantiene por 8 horas a 4°C,
una vez transcurrido el tiempo se agregan 5ml de NH4Cl 200Mm y se continua a 4°C

por 2 horas mas.
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Transcurrido este proceso se procede a la purificacion de la misma, esto es en
una columna PD-10, en la cual se coloca 2.5ml de la solucion obtenida y se corre con
buffer de fosfatos pH 7.4, colectado la albumina marcada con fluoresceina y
desechando la fluoresceina no unida.

La determinacién de la concentracién de la albimina marcada es por medio de
espectroscopia de UV-Vis a una A=280, en la cual la absorbancia debe encontrarse de

0.1 a0.5, aplicando la ley de Lambert-Beer Ecuacion 2.

A280
O =

E

Ecuacidn 2.- Ecuacién de Ley de Lambert — Beer

Donde se representa la concentraciéon a determinar (C), absorbancia obtenida

a A=280nm (A280), y el coeficiente molar de extincion es ().

IvV.11.3.2. Cargado de geles con Albumina marcada con fluoresceina

La metodologia para los experimentos de liberacién se manejo diferente a los
anteriores, en este se coloco en un vial un ml de albumina marcada por 24 horas a
32°C en un recirculador, la albumina contenida en estos geles son de dos diferentes
concentraciones 6.5mg/ml y 30mg/ml, una vez transcurrido su tiempo de cargado se
coloca en seco y a temperatura ambiente para que estos se sequen por completo y asi

se encuentre listos para su liberacion.
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IV.11.3.3. Estudios de liberacion de Albumina marcada con fluoresceina

Previo a los estudios de liberacidn, se establecié que a través de la ecuacidn 2
se calculara la concentracién de albumina marcada, midiendo su absorbancia a UV-VIS
280nm. La metodologia para los experimentos de liberacién se realizo colocando un
vial con un ml de buffer de fosfatos pH 7.4 en el cual se coloco en el gel a 37°C,
comenzd el muestreo tomando una alicuota de un ml cada 15 min reponiendo el
liquido, durante una hora, las horas posteriores se muestreo una vez cada hora por 7
horas y tomando una muestra a las 24h. Las alicuotas obtenidas son leidas a
A=280nm.

Los hidrogeles también son estudiados en ciclos de temperatura, de 25°C a
42°C y otra corrida de 37°C a 42°C, los cuales siguieron el mismo procedimiento antes
mencionada para la liberacion solamente cambiando los viales a las temperaturas

designadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION



V.1. SINTESIS DE MICROPARTICULAS

Se obtuvieron microparticulas de NIPAAm con los diferentes copolimeros en
diferentes porcentajes, las cuales fueron estudiadas por medio de dispersién de luz
dinamica, en el equipo Zetasizer. En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de los

cuales se eligieron tres microparticulas con las condiciones adecuadas.

Tabla 4.- Tamafios de particula (nm), indice de polidispersidad (PDI) y temperatura de transicion
(Ttr)

Rxn Tamaio PDI LCST (°C)

MP-003 NIPAAm 579 0.078 32
NIPAAmM/DMA (10%) 497 0.111 34
NIPAAmM/DMA (20%) 363 0.085 34
NIPAAmM/DMA (30%) 360 0.013 36
NIPAAM/AAmM (10%) 610 0.172 38
NIPAAmMm/AAmM (15%) 1023 0.386 38
NIPAAM/AAmM (20%) 804 0.543 40

Las microparticulas fueron elegidas ya que cumplen con ajuste de temperatura por
arriba de la temperatura corporal asi mismo con un tamano lo suficiente mente grande
para llegar a logar el mayor taano en el poro posible y a su vez mantener las
microparticulas de NIPAAm como blanco para comparaciones, Figura 14, nos muestra la

transicién de cada macroparticula elegida para continuar en el estudio.
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Figura 14.- Temperatura de transiciéon de microparticulas NIPAAm ( = ),NIPAAmM/AAmM (15%)
(—#& ), NIPAAM/AAM (20%) (—®—).

V.2  PREPARACION DE GELES CON MP CARGADO CON MOLECULAS IN SITU

V.2.1. Hidrogeles con MP de NIPAAm con GFP

Se prepararon hidrogeles a partir del mondmero N-Isopropilacrilamida con 15%MP
de NIPAAm, en el cual se cargaron satisfactoriamente GFP en el cual se utilizo N-N-

metilenbisacrilamida como agente entrecruzante, los cuales muestran en la figura 15, esto

mediante el método de polimerizacidn via radicales libres.
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Figura 15.- Hidrogeles de NIPAAm con MP de NIPAAm y cargados con GFP IN SITU.

Se elabord una placa de hidrogel de NIPAAm con 15%MP NIPAAm con proteina
verde fluorescente del cual se obtuvieron 7 geles cargados para su estudio, con una
apariencia transparente y una tonalidad de verde fluorescente. Estos geles fueron pesados

para conocer el estado de cargado de cada disco. En la Tabla 5 se muestra los resultados

del peso y el % de cargado de cada uno.

Tabla 5. Peso y contenido de GFP en cada hidrogel.

Concentracion de GFP de cada gel

Gel W (g) % [g] [mg]
1 0.1202 6.70 0.00007 0.074

2 0.1040 5.80 0.00006 0.064

3 0.0966 5.39 0.00006 0.059

4 0.1069 5.96 0.00007 0.066

5 0.1059 591 0.00006 0.065

6 0.1018 5.68 0.00006 0.062

7 0.0988 5.51 0.00006 0.061
Resto 1.0589 59.05 0.00065 0.650
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vV.2.1.1 Liberacion hidrogeles con GFP In situ

Para realizar el estudio de estas liberaciones lo primero fue realizar una curva de
calibracion de la sustancia que serd liberada, en este caso Proteina verde fluorescente que
tiene un peso molecular de 27 kDa.
V.2.1.2 Evaluacidn de la cinética de liberacion de GFP

La cinética de liberacién se llevd a cabo de manera in vitro todos los datos
obtenidos se transformaron mediante el calculo usando la Ecuacidon 3, donde F: es la
fraccion liberada, M: es la cantidad de farmaco liberada a un tiempo t y M- es la cantidad

total de farmaco en el gel.

_M,

FEM

Ecuacién 3. Fraccién de farmaco liberado

La liberacion se realizo de la manera antes descrita a través de los recirculadores
dando como resultado una nula liberacion en ambos, mostrando que el hidrogel

permanece con la coloraciéon verde a través del tiempo.

V.2.2. hidrogeles con MP de NIPAAm con Citocromo C In situ

Se prepararon hidrogeles a partir del monémero NIPAAm con 15%, en el cual se
cargaron dos concentraciones diferentes de Cit C siendo de 1mg/ml y 10mg/ml en el cual
se utilizo N-N-metilenbisacrilamida como agente entrecruzante, los cuales muestran en la

Figura 16.
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A)

B)

Figura 16.- A) hidrogel con 1mg/ml de Cit Cy B) hidrogel con 10mg/ml de Cit C.

Se elabord una placa de gel de 1mg/ml de Cit C de la cual se obtuvieron 3

hidrogeles cargados, mostrando los resultados obtenidos en la Tabla 6, mientras que

del gel de concentracion de 10 mg/ml se obtuvieron 3 hidrogeles mostrados en la

Tabla 7.

Tabla 6. Porcentaje y miligramo de Cit C en hidrogel cargado con 1mg/ml de Cit C.

Cargado de hidrogeles 1mg/Mi
Gel % [mg] Cit C
1 7.3 0.073
2 5.68 0.056
3 6.25 0.062

Tabla 7. Porcentaje y miligramos de Cit C en hidrogel, cargado con 10mg/mL de Cit C.

Cargado de hidrogeles 10mg/mL

Gel

%

[mg] Cit C

1
2

8.08
7.67
8.57

0.8
0.76
0.85
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V.2.2.1. Liberacién hidrogeles con MP de NIPAAm con Citocromo C In situ
Para iniciar con el estudio de la liberacién de los hidrogeles es necesario realizar
una curva de calibracién de Citocromo C, la cual es una molécula que cuenta con un peso

molecular de 12 kDa, y su lectura se realiza a los 528nm.

V.2.2.2. Evaluacion de la liberacion hidrogeles con MP de NIPAAm con Cit. C In
situ

La cinética de liberacidon se llevd a cabo de manera in vitro, de forma similar al
hidrogel con GFP.

El hidrogel de NIPAAm con Cit C en concentracién de 1mg/mL cagado via IN SITU,
es estudiado mediante la liberacion a 25°C, donde el hidrogel en un vial el cual contenia 1
ml de buffer de fosfatos pH 7.4, mostrando en la Figura 17 el comportamiento de este
donde el cargado inicial se muestra muy bajo siendo de 0.06mg, y muestra una liberacién
relativamente rdpida ya que nos indica que la fraccidn liberada en 3 horas alcanza un 0.6
del contenido, y llegando a un maximo pico de 0.8 del contenido, sin embargo el hidrogel
no logra alcanzar a liberar el total del contenido después de 48 horas y este muestra una
tonalidad rojiza lo que nos indica que todavia se encuentra contenido moléculas de
citocromo C en su interior el cual no logra ser liberarlo.

Lo anterior nos indica que el citocromo C puede estar interactuando al momento
de llevar a cabo la polimerizacion dando como resultado que las moléculas queden en los

entrecruzamientos y esto evite que sea liberado el total de lo cargado.
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Figura 17.- Grafica de liberacidén a 25°C del hidrogel de NIPAAm con 15% MP de NIPAAm con
Citocromo C de 1mg/mL de manera IN SITU

Segunda etapa el hidrogel de NIPAAm con 15%MP NIPAAm es cargado en una
solucién de 10mg/ml, este procedimiento se realizo su liberacidon de la misma manera que
el gel de 1mg/ml, donde se muestran los resultados en la Figura 18 de la liberacidn de
Citocromo C a 25°C.

En la Figura 18 podemos observar la liberacién realizada a 25°C en el cual contiene
un total de alrededor de 0.8mg de Cit C, mostrando el comportamiento de este hidrogel
en el cual se observa un patréon de una liberacion controlada, en el cual inicia liberando 0.2
de fraccion libre en la primera hora y continua librando aunque disminuye su capacidad de

liberar, logrando cerca de 0.6 a las 7 horas mostrando una baja liberacién, confirmando
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con una ultima muestra a las 24 horas mostrando una fraccién liberada de tan solo el 0.62

del cargado.
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Figura 18.- Grafica de liberacién a 25°C del hidrogel de NIPAAm con 15% MP de NIPAAm con
Citocromo C de 10mg/mL de manera IN SITU

Una vez concluida su liberacién del hidrogel se observdé que permanecié con una
coloracién rojiza lo que nos indica que un porcentaje del cargado de Citocromo C
permanece atrapado en la estructura del hidrogel.

Lo anterior nos lleva al estudio del hidrogel con una liberacidn en ciclos de
temperatura el cual se muestra en la Figura 19, donde se observa dos cambios de

temperatura 25°C a 42°C.
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Figura 19.- Grafica de liberacidn del hidrogel NIPAAmM con 15%MP NIPAAm con Cit C 10mg/mL In

situ con variacién de temperatura de 25°C a 42°C.

En esta estudio se observa el comportamiento del hidrogel cargado el cual
contiene 0.8 mg de Citocromo C, durante su liberacién es intercalado en cambios de
temperatura de 25°C y 42°C, los resultados nos muestran una baja liberacién siendo
ligeramente mayores a 25°C mientras tanto a altas temperaturas de 42°C se observa una
liberacion disminuida al minimo al momento de la contraccidn del hidrogel. A las 7 horas
de muestreo la liberacion del mismo se mantiene baja llegando solamente a 0.36 de la

fraccién cargada, la alicuota tomada a las 24 horas nos muestra una liberacién de 0.38.
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Estos resultados obtenidos a través de las diferentes liberaciones nos dan un
indicio de que las macromoléculas que se cargaron estdn siendo atrapadas al momento de
ser polimerizado el hidrogel. Con este comportamiento se llego a la conclusién que al ser
macromoléculas al momento de polimerizar el hidrogel con las macromoléculas como
parte de la formulacidn, en un gran porcentaje de estas estan quedando entrecruzadas en
el hidrogel formando parte de la red tridimensional de este y con esto evitando que sea

posible la liberacidn el total del contenido en la polimerizacién IN SITU.

V.3. PREPARACION DE HIDROGELES CON AJUSTE DE TEMPERATURA

Se sintetizaron 5 tipos de hidrogeles de los cuales el primero contiene solamente
NIPAAm el cual se utilizara como blanco para comparar los cambios en comparacién con
los hidrogeles copolimerizados. Se sintetizaron 4 tipos de hidrogeles con copolimeros de
acrilamida y N,N-dimetilacrilamida, con lo cuales se propusieron dos proporciones siendo
estas de 90:10 y 80:20 con ambos copolimeros dando en total 4 hidrogeles con ajuste de

temperatura.

V.3.1 Estudio del hinchamiento con respecto a la temperatura

Este andlisis se emplea para conocer el comportamiento de los geles conforme
aumenta la temperatura del medio, para con ello poder determinar la temperatura critica
de transicién, este por medio se observa cuando ocurre un cambio drastico en el gel que
pasa de estar hinchado a colapsarse de forma drastica, como se puede observar en la

Figura 20.
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Figura 20.- Grafica del grado de hinchamiento de geles de NIPAAm copolimerizados,
(=

NIPAAM
), NIPAAm/AAmM (10%) (— * ), NIPAAm/AAm (20%) (4 ), NIPAAm/DMA (10%) (— ® ),
NIPAAM/DMA (20%) (*’*) a diferentes temperaturas.

En la Figura anterior se observa el comportamiento muy marcado de la NIPAAm
en el cual el cambio se presenta a 32°C siendo caracteristico de la misma, los
hidrogeles de AAm de 10% y 20% muestran un comportamiento secuencial sin mostrar
un cambio discontinuo que nos muestre una temperatura de transicion, lo que
significa que este copolimero ajusta la temperatura de transicion sin llegar a ser
drastica, mientras tanto el hidrogel con DMA 10% muestra una tendencia marcada
pero continua sin mostrar un cambio brusco ante la temperatura, sin embrago el

hidrogel de con DMA 20%, se observa una discontinuidad ligera pero significativa a
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temperatura de 42°C con el cual nos da la pauta para continuar los estudios de este

copolimero para determinar sus propiedades.

V.3.2. Estudio del grado de hinchamiento

Todos los experimentos realizados tienen como Unico o principal calculo el grado
de hinchamiento, ya que estos muestran la capacidad de responder a cambios en su
ambiente externo especificamente la temperatura, lo cual los coloca como materiales

inteligentes.
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Figura 21. Gréfica del grado de hinchamiento NIPAAM/DMA (10%) (— ® ), NIPAAm/DMA (20%)
(— ™), a diferentes tiempo a 25°C.

56



En la Figura 21 se muestra el comportamiento muy similar de los hidrogeles de
NIPAAM/DMA (10% y 20%), diferencidandose en que el hidrogel de NIPAAm/DMA (20%)
logra un grado de hinchamiento mayor siendo este de 5.9, y el gel NIPAAm/DMA (10%)
llega a un maximo 5.4, mostrando una pequeia diferencia la cual se piensa que es debido

a la cantidad de DMA contenido en el gel

V.3.3 Estudios de cinética de colapso

El estudio nos muestra el comportamiento de los geles con respecto al momento
de colapso, los datos obtenidos se transforman a grado de hinchamiento para asi ser
estudiados. Estos hidrogeles se mantienen en hinchamiento 24 horas a 4°C antes de este
estudio para garantizar su maximo hinchamiento y iniciando el estudio a 42°C.

Este estudio se basa en el comparativo del peso del gel hinchado a su maxima
capacidad y el tiempo que se demora en colapsar a su maximo, nos indica que entre
menor sea el Q su capacidad de colapse es mayor ya que logra reducir su tamafo de
forma mas significativa.

En la Figura 22 se muestra el comportamiento de los hidrogeles de NIPAAm/DMA
(10% y 20%) en el cual se observa el proceso de colapso a través del tiempo mostrando
gue ambos hidrogeles contindan con un comportamiento similar, dando como resultado
gue el hidrogel que contiene 10% DMA muestra una mayor capacidad de colapse llegando
hasta 0.42, mientras que el que contiene 20% DMA muestra un menor colapse de 0.47, lo
cual es congruente con ya que la disminucién de NIPAAm disminuye la capacidad de

colapso.
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Figura 22.- Grafica del grado de colapso de NIPAAm/DMA (10%) (— ® ), NIPAAm/DMA (20%)
(— ™), adiferentes tiempo a 42°C.

Estos datos nos llevan a elegir el hidrogel de NIPAAm/DMA (20%), ya que presenta
una temperatura de transicién cercana a 42°C y mantiene un buen comportamiento en el
hinchamiento y colapse lo que nos da un indicio de continuar modificando este tipo de

hidrogel.

V.4. PREPARACION DE HIDROGELES DE NIPAAm/DMA(20%) con MP’s
Se elaboran 5 tipos de hidrogeles que contienen microparticulas de los cuales se

analizardn de igual manera. Estos hidrogeles al ser secados mostraron coloracién blanca
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en diferentes tonalidades dependiendo de la cantidad de microparticulas que son

agregadas, dando un blanco opaco al hidrogel con mayor cantidad de MP’s.

v.4.1. Estudios de la cinética de hinchamiento

Se realizé el procedimiento de cinética de hinchamiento para los 5 hidrogeles
como se observa en la Figura 23, en el cual se ve reflejada que capacidad de hinchamiento
de los geles depende de la cantidad y tipo de hidrogeles cambia, mostrando una tendencia
en la rapidez y capacidad de hinchamiento, siendo el hidrogel NIPAAm/DMA(20%) con
15%MP de NIPAAm y 15%MP NIPAAmM/AAmM(15%) los hidrogeles con una menor capacidad

de hinchamiento llegando tan solo a 6.

T E T y T E T E T E T E T : T
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Figura 23.- Gréfica del grado de hinchamiento del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP NIPAAmM
(T, 15%MP NIPAAM/AAM(15%) (— ® ), 15%MP NIPAAmM/AAM(20%) ( A ), 30%MP
NIPAAM/AAM(15%) (—O ), 30%MP NIPAAmM/AAM(20%) (ﬁéﬁ) a 25°C a diferentes tiempos.
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Mientras tanto el gel 15%MP NIPAAM/DMA(20%) se mantiene en medio de la
grafica logrando alcanzar cerca de un 6.6, y siendo finalmente los ultimos dos hidrogeles
los que alcanzan un mayor grado de hinchamiento arriba de 7, diferencidndose en la
rapidez del hinchamiento ya que el hidrogel que contiene 30%MP NIPAAM/AAM(20%) es
mas rapido en alcanzar su punto maximo, lo que nos indica que la mayor cantidad de
microparticulas y sumandole el mayor porcentaje de acrilamida nos brinda este

comportamiento favorable.

V.4.2. Estudio de la cinética de colapse

Este estudio nos indica la capacidad de colapse de lo hidrogeles estos siendo
colapsados a 42°C, modificando la temperatura de hinchamiento en la cual seran
estudiadas 25°C y 37°C, para mostrar la capacidad de colapso en ambas condiciones.

El primer experimento se realizo hinchando el gel a 25°C por 24 horas, y se
procedié al estudio de su cinética de colapse colocandolo a 42°C y procediendo a
muestrear a diferentes tiempos los datos obtenidos se representan en la Figura 24. Esta
grafica nos muestra un comportamiento similar en todos los hidrogeles con excepcidn del
NIPAAM/DMA(20%) con 15% MP NIPAAmM/AAmM(15%) el cual muestra un comportamiento
que altera el patrén de los mismos dando un colapse continuo sin ser drastico, sin
embargo este llega a un colapse similar al del resto.

El gel con 15% MP de NIPAAm muestran su maximo colapse cercano a 0.25, ahi
continuando con 30% MP de NIPAAm/AAM(15%) de 0.3, 15% MP NIPAAm/AAmM(20%) con

un 3.5, y final mente el de menor colapse el gel que contiene 30%MP NIPAAmM/AAM(20%)
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gue solo alcanza un 0.45 de colapse, sin embargo 4 hidrogeles se comportan de igual
manera al colapsar en los primeros 10 minutos del estudio siendo este su mayor

colapse.

Q/Q,

T
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Figura 24.- Cinética de colapse del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP NIPAAmM ( = ),
15%MP  NIPAAM/AAM(15%) (—® ), 15%MP NIPAAM/AAM(20%) ( & ), 30%MP
NIPAAM/AAM(15%) (— O ), 30%MP NIPAAM/AAM(20%) (_A_) con hinchamiento a 25°C y

colapse a 42°C a diferentes tiempos.

El segundo estudio se coloca en hinchamiento a 37°C por 24 horas y se procede al
estudio a 42°C los datos obtenidos se muestran en la figura 25, en la cual se observa un
comportamiento similar en 4 de los hidrogeles los cuales logran un colapse de 0.6

logrando su maximo colapse en los primero 10 min, sin embargo el hidrogel que contiene
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15%MP NIPAAmM/AAmM(15%) mantiene un comportamiento continuo lo cual se presume
gue se debe a una mala distribucidon de microparticulas alterando el comportamiento del

hidrogel.
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Figura 25.- Cinética de colapse del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP NIPAAmM ( = ),
15%MP  NIPAAM/AAM(15%) (—® ), 15%MP NIPAAM/AAM(20%) (&), 30%MP
NIPAAM/AAM(15%) (—O—), 30%MP NIPAAmM/AAM(20%) (—%—) con hinchamiento a 37°C y

colapse 42°C a diferentes tiempos.

Con este comparativo de colapso a diferentes temperaturas nos da un indicio del
comportamiento futuro de los hidrogeles, con esto nos demuestra que los hidrogeles
logran un mayor colapse a 25°C debido que en esta temperatura se tiene el hinchamiento

total de NIPAAm ya que esta se da por debajo de 32°C y por siguiente el estudio que se
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realiza a 37°C, sufre un menos colapse ya que el hidrogel no se encuentra en temperatura

optima para llegar a lograr un colapse mayor.

V.4.3. Estudio de cinética de colapso/hinchamiento

Este experimento se realizé6 con la intencién de demostrar que el proceso de
colapse e hinchamiento de los geles es reversible, esto con el fin de demostrar si se
comportan de la misma forma, lo cual nos mostraria que el gel tiene capacidad de
mantener su forma aun pasando por estos ciclos de hinchamiento y colapso sin sufrir
ninguna deformacién en el gel. Estos experimentos se llevaron a cabo a dos diferentes
temperaturas para asi observar las diferencian entre ellos, siendo estos hinchados a 25°C
y colapsados a 42°C, y el siguiente de 37°C a 42°C, para con ellos demostrar el
comportamiento de ellos y su capacidad de hinchamiento.

El primer estudio se realizo de 25°C a 42°C, colocando en un medio de liberacién
de 3ml y siendo pesados cada 15 min, los resultados obtenidos se muestran en la Figura
26 para los 5 diferentes hidrogeles estudiados, en los cuales se observa un colapse
drastico observado anteriormente siendo el hidrogel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP
de NIPAAm el que logra una mayor colapse llegando a 0.3 en el grado de hinchamiento y a
su vez el que contiene 15%MP NIPAAM/AAM(15%) el que muestra un colapse menor y es
paulatino siendo este de 0.4 al momento de llegar a la hora de muestreo, el resto de los
hidrogeles logran una similitud en sus colapses siendo estos dentro de la primera muestra
que se realizo a los 15 min siendo entre 0.3 y 0.4, sin embargo el colapse se manifiesta de

manera instantanea al contacto con el medio a 42°C, estos mismos se muestran en el
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cambio al medio de 25°C y se observa un hinchamiento de manera progresiva durante la
hora que se encuentran en esta temperatura, donde no se observa una diferencia entre
los geles siguiendo todos un mismo comportamiento llegando a un maximo de entre 0.6 y

0.65.
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Figura 26.- Cinética de colapse/hinchamiento del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP NIPAAmM
(), 15%MP NIPAAM/AAM(15%) (— @ ), 15%MP NIPAAM/AAM(20%) (—* ), 30%MP
NIPAAM/AAM(15%) (—CO—), 30%MP NIPAAM/AAM(20%) (— <> ) en ciclos de temperatura de
25°Cy 42°C a diferentes tiempos.

El segundo estudio se realizo de la misma manera solamente modificando la
temperatura de hinchamiento siendo a 37°C y colapsando a 42°C, en la Figura 27 se

muestra la grafica representando los resultados obtenidos donde observamos que el
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hidrogel con menos colapse es el que contiene 15%MP NIPAAm, esto se lo adjudicamos al
gue al momento de ser hinchado a 37°C las microparticulas ya se encuentran colapsadas y
esto nos da un menor colapse, mientras tanto los hidrogeles de 15%MP
NIPAAM/AAM(20%), 30%MP NIPAAM/AAM(15%) y 30%MP NIPAAM/AAM(20%) ala

momento del colapse se muestran un comportamiento similar llegando a un 0.6.
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Figura 27.- Cinética de colapse/hinchamiento del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP NIPAAmM
(™), 15%MP NIPAAM/AAM(15%) (— @), 15%MP NIPAAM/AAM(20%) (& ), 30%MP
NIPAAM/AAM(15%) (—C ), 30%MP NIPAAM/AAM(20%) (ﬁ/—\ﬁ) en ciclos de temperatura de
37°Cy 42°C a diferentes tiempos

Sin embargo, al momento del hinchamiento el hidrogel de 30%MP
NIPAAM/AAM(20%) llega 0.9, mientras que el hidrogel de 30%MP NIPAAM/AAM(15%)

alcanza un 0.8 y por ultimo el hidrogel de 15%MP NIPAAM/AAmM(15%) llegando a un 0.72,
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esto comprueba que la cantidad de microparticulas y la composicion de las mismas si le
dan diferencias en las capacidades de respuesta sin embargo estas no son muy marcadas,

sin embargo todas las anteriores muestran y mantienen su forma.

Este estudio nos demuestra que los hidrogeles tienen la capacidad de colapsar e
hincharse a diferentes temperaturas sin llegar a causar ninguna deformacién en su
estructura, comprobando que esto se puede realizar en multiples ocasiones, sin embargo
se observa un diferencia marcada en las capacidades de colapse siendo mayor a
temperatura de 25°C llegando a 0.3, esto debido a la cantidad de NIPAAm que contienen y
corroborando que estos por arriba de 32°C en esta ocasién de 37°C su colapso es pobre
de 0.6 pero este se lleva a cabo siendo significativo para continuar estudiando este

comportamiento.

V.5. ESTUDIOS DE LIBERACION DE MACROMOLECULAS

Para realizar el estudio de estas liberaciones lo primero fue realizar una curva de
calibracion de cada molécula que sera liberada, en este caso la vitamina B12 que tiene un
peso molecular de 1335 Da, Citocromo C con un peso de 12,000 Da, y Albumina con la que

posteriormente se determind la fraccion liberada de la macromolécula.

V.5.1. LIBERACION DE HIDROGELES CON VIT B12
V.5.1.1. Concentracion de cargado Vitamina B 12
La concentracidn que fue cargada en cada hidrogel depende de la temperatura en

el que se lleva a cabo el procedimiento, los datos se reportan en la tabla 8.
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Tabla 8.- Contenido de cargado de Vit B12 en cada hidrogel de NIPAAm/DMA(20%) con las

diferentes MP's y temperatura de cargado.

Gel NIPAAm/DMA(20%) con MP's mg de Vit
B12/ g de gel
15% NIPAAmM 0.69
15% NIPAAmM/Aam(15%) 0.59
Cargado a
25°C 15% NIPAAmM/Aam(20%) 0.54
30% NIPAAM/Aam(15%) 0.69
30% NIPAAM/Aam(20%) 0.67
15% NIPAAmM 0.34
15% NIPAAmM/Aam(15%) 0.65
Cargado a
32°C 15% NIPAAmM/Aam(20%) 0.47
30% NIPAAM/Aam(15%) 0.69
30% NIPAAM/Aam(20%) 0.55

Los hidrogeles cargados presentan valores similares debido a que todos se
encuentran en estado de hinchamiento, sin embargo muestra una diferencia el hidrogel
gue contiene 15% MP NIPAAm las cuales tienen su colapse a 32°C y manifiestan una baja
capacidad de cargado ya que se encuentran en un ligero colapse. Estos hidrogeles

continuan con su estudio en los métodos de liberacidn.

V.5.1.2. Estudio de liberacion de Vitamina B 12
La cinética de liberacion se llevd a cabo de manera in vitro siendo estos en ciclos
de temperatura, de los cuales se realizaron dos estudios uno de 25°C a 42°C y el siguiente

de 37°C a 42°C, todos los datos obtenidos se transformaron mediante el calculo de la
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fraccion liberada de la Ecuacion 3, donde F; es la fraccion liberada, M: es la cantidad de

farmaco liberada a un tiempo t y M- es la cantidad total de farmaco en el gel.

Mt

FEZM

Ecuacion 3. Fraccion liberada

La primera liberacién se baso en las temperaturas de 25°C a 42°C, de la cual se
muestra en la Figura 28 los resultados, en la cual se observa el comportamiento de los
hidrogeles a lo largo del tiempo de la liberacién, donde se muestra que los hidrogeles de
NIPAAM/DMA(20%) con diferentes MP's se comportan de manera similar durante la
primera hora de muestreo a temperatura de 25°C donde logran liberar por encima del 0.7
de contenido, pero observando ligeros cambios al momento del cambio de temperatura a
42°C donde se observar 3 grupos, el primero los que contienen 15%MP
NIPAAM/AAM(15%) y 15%MP NIPAAmM/AAmM(20%) muestran su comportamiento igual
observando un ligero salto al momento de la contraccion pero siendo estos los de menor
liberacion a 42°C llegando a 0.85 pero logrando liberar el 0.98 de su contenido. En
segundo se observa a el gel que contiene 15% MP NIPAAm el cual responde al cambio de
temperatura mostrando un aumento en la liberacion al colapsar, sin embargo los
hidrogeles con 30% MP NIPAAmM/AAM(15%) y 30%MP NIPAAmM/AAM(20%) muestran una
mayor capacidad de liberacion ante el cambio de temperatura y logran cerca del 0.99 de

liberacion total del contenido al momento de concluir con su colapse.
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Estos hidrogeles lograron cargar cerca de 0.64mg/ml en promedio lo cual nos

demuestra que la composicidn de los mismos no modifica ni influyen en el cargado.

Fraccién liberada
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Figura 28.- Cinética de liberacién de Vitamina B12 del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP
NIPAAM (~ ), 15%MP NIPAAM/AAM(15%) (— @ ), 15%MP NIPAAM/AAM(20%) (—#&—),
30%MP NIPAAM/AAM(15%) (—O—), 30%MP NIPAAM/AAM(20%) (—Z—) en ciclos de

temperatura de 25°Cy 42°C a diferentes tiempos

El segundo estudio se realizd en ciclos de 37°C a 42°C, con hidrogeles de
NIPAAM/DMA(20%) con las diferentes microparticulas. En la Figura 29 se observa que en
la primer hora donde estos hidrogeles se encuentran a 37°C se formas dos grupos primero
los hidrogeles que contiene 15%MP NIPAAmM, 15%MP NIPAAM/AAM(15%) y 30%MP

NIPAAM(20%) muestra el comportamiento mas lento, ya que liberan cerca del 0.7 del
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contenido dentro de esta temperatura, mientras que los hidrogeles de 15%MP
NIPAAM/AAM(20%) y 30%MP NIPAAM/AAM(15%) muestran una mayor liberacién a 37°C

donde alcanzan alrededor de 0.8.
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Figura 29.- Cinética de liberacién de Vitamina B12 del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP
NIPAAmM (~® ), 15%MP NIPAAM/AAM(15%) (@ ), 15%MP NIPAAM/AAM(20%) (—&—),
30%MP NIPAAM/AAM(15%) (—O—), 30%MP NIPAAM/AAM(20%) (—Z—) en ciclos de

temperatura de 37°Cy 42°C a diferentes tiempos

Sin embargo, al colocar la temperatura a 42°C se observo un cambio en el
comportamiento mostrando una disminucion en la liberacién lo que nos indica que el
hidrogel esta dejando de liberar a esta temperatura, sin embargo al momento de cambiar
nuevamente la temperatura nos muestra nuevos datos sobresalientes, observdndose el

aumento en la liberacidn llegando a alcanzar casi la totalidad de liberacion del contenido.
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Estos hidrogeles nos muestran que liberan a temperatura menor a 42°C, y la
mayor parte del contenido en la primera hora de liberacidn.

Todos estos hidrogeles que se estudiaron en ambas temperaturas tuvieron una
capacidad de cargado cerca de 0.6 mg/ml, sin embargo a 32°C el hidrogel que contiene
15%MP NIPAAm solo llego a la mitad siendo de 0.34mg/ml, esto nos muestra que las
microparticulas se encuentran colapsadas y esto juega una papel muy importante ya que
al estar colapsadas lo poros se encuentran abiertos y el contenido no es retenido dentro
del hidrogel y esto juega un papel importante sobre el cargado.

Con los estudios realizados en estos hidrogeles podemos observar que la molécula
de Vitamina B12 puede ser muy pequeiia y con esto colaborar en su facil liberacién, con lo
cual los sistemas en esta molécula no muestran un control sobre su liberaciéon, sin
embargo nos indica que estos hidrogeles si tienen la capacidad de cargar y liberar por lo

gue se procede al estudio de cargado con una molécula con mayor peso molecular.

V.5.2. LIBERACION DE HIDROGELES CON CITOCROMO C
V.5.2.1. Concentracion de cargado de Citocromo C

El cargado de esta macromolécula se realizo de la misma manera que Vitamina
B12, en la tabla 9 se observa el contenido de cargado de cada hidrogel conociendo su
concentracion, esto es mostrado dependiendo de la temperatura en la que estos van a ser

liberados.
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Tabla 9.- Contenido de cargado de Cit C en cada hidrogel de NIPAAmM/DMA(20%) con las diferentes

MP’s y temperatura de cargado.

Gel NIPAAm/DMA(20%) con MP's mg Cit ‘i/ gde
ge
15% NIPAAM 1.33
Caread 15% NIPAAM/Aam(15%) 1.15
arzg:°C° 2 | 15% NIPAAM/Aam(20%) 1.52
30% NIPAAm/Aam(15%) 1.69
30% NIPAAM/Aam(20%) 1.4
15% NIPAAM 0.78
Carend 15% NIPAAM/Aam(15%) 1
a;g;; @ | 15% NIPAAM/Aam(20%) 2.16
30% NIPAAm/Aam(15%) 2.75
30% NIPAAM/Aam(20%) 2.51

Los hidrogeles cargados con Cit C nos demuestran una diferencia entre las
concentraciones de cargado dependiendo de la temperatura, observandose bajas a 25°Cy
con un aumento significativo al ser cargadas a 32°C, discrepando el hidrogel de 15%MP
NIPAAmM ya que a esta temperatura de manifiesta que las microparticulas se encuentran
de forma colapsado lo que nos da una menor capacidad para cargar la macromolécula.

Comparando con los datos anteriores nos muestra que una molécula de mayor
peso molecular puede ser capaz de cargarse en un hidrogel dependiendo de su

composicion, y con ello estudiar su comportamiento ante la liberacion de estos.

V.5.2.2. Estudio de liberacion de Citocromo C
La cinética de liberacidén se llevo a cabo de igual manera que la de Vit B12, de

manera in vitro y siguiendo los ciclos de temperatura, siendo dos estudios uno de 25°C a
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42°C y el siguiente de 37°C a 42°C, se analizaron los datos con la ecuacion 3 antes

descrita.

En la Figura 30 nos muestra los resultados de los hidrogeles de NIPAAm/DMA(20%)
con diferentes microparticulas en el ciclo de 25°C a 42°C, donde observamos un
comportamiento similar durante la primera hora de muestreo ya que estos liberan menos
del 0.5 de la fraccidn total siendo el de mayor liberacion el de 15%MP NIPAAM/AAM(15%),
mientras que en la segunda hora en el cambio de temperatura a 42°C todos los hidrogeles
se observa un pulso al momento del colapse del hidrogel mostrando un aumento
significativo siendo el hidrogel con 15%MP NIPAAm el que logra alcanzar el 0.73 de la
liberacion, seguido de 30%MP NIPAAM/AAmM(20%), 30%MP NIPAAM/AAmM(15%), 15%MP
NIPAAM/AAM(20%) y como el de liberacion mas baja 15%MP NIPAAmM/AAmM(15%)
mostrandonos que las microparticulas influyen en la liberacién mostrando que entre
mayor sea mejor control ante el cambio de temperatura, sin embargo en la tercera hora
de muestreo se observa un incremento a 25°C donde todos contintian con su liberacion a
través de las horas donde el hidrogel de 30%MP NIPAAM/AAM(20%) llega a liberar el total
de su contenido en las 7 horas, y siguiendo el resto de los hidrogeles que llegan a un
maximo del 0.95 al termino de las 7 horas de muestreo, todos estos hidrogeles nos
muestran de igual manera una liberacion sostenida a lo largo de las 7 horas de muestreo

en la liberacion.

El hidrogel 15%MP NIPAAm muestra un interesante comportamiento en su
liberacion donde en las primeras horas responde de una buena manera al cambio de
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temperatura ya que al colapsar logra producir un buen pulso de liberacidn, sin embargo
solo es un pulso no son repetitivos. Todos estos hidrogeles logran cargar una cantidad
similar de Cit C dentro de su interior por lo que el cargado no es influenciado por la

composicion del mismo en esta temperatura.
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Figura 30.- Cinética de liberacion de Citocromo C del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP
NIPAAm (), 15%MP NIPAAM/AAM(15%) (—® ), 15%MP NIPAAM/AAM(20%) (& ),
30%MP NIPAAM/AAM(15%) (O ), 30%MP NIPAAM/AAM(20%) (_/—\_) en ciclos de

temperatura de 25°C y 42°C a diferentes tiempos

En el segundo estudio realizado de la liberacién de Cit C en ciclos de temperatura
de 37°C y 42°C se muestra en la Figura 31 en el cual se observa el gel de

NIPAAM/DMA(20%) con diferentes microparticulas, de los cuales se observa de manera
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muy marcada la diferencia de liberacién dependiendo del tipo de microparticulas que
contiene cada hidrogel, iniciando con el hidrogel que contiene 15% NIPAAm el cual logra
nos muestra su rapida liberacidon en 60 min a 37°C logrado liberar el 0.7 del total de su
contenido, en las horas posteriores se observa un bloqueo de la liberacién a 37°C debido a
que el hidrogel se encuentra en hinchamiento mientras que muestra una ligera reaccion
ante el colapso del gel a 42°C donde aumenta la liberacion de macromolécula de

citocromo C donde muestra que el colapse del hidrogel impulsa la liberacién.

1.0 4 | 3 ' ' R R R
| | | g m-u-E-H -A,A‘A—A /g ]
J | | I N 13:6/ — |
| | +/I A Q%}-Q/ P
! ./i,l—l—l/ n l/ A [ o |
0.8 B e P el e
| | A5 | | |
i/. I AL AAT I O/O |/."/._‘/ l
1 /I %ZA/ ] | /‘/9 ] |
© I A;Aiﬁ I g/./ I | |
o B A | | 0. o O | | |
g 0.6 /ﬁ | o-9® . ~ O | | |
2 /A A e G/O © I I I l
'i I Y e | o | | | |
S | | O/O/ | | | | |
8 04- ! A | | | | !
£ ety R S
1/m o 1 od | | | | | |
“ |/ | | | | | |
e} | | | | | |
0.2 4 /O‘O ] | | | | | |
o | | | | | | |
i | | | | | | |
/ | | | | | | |
| | | | | | |
:G 0.0 . 1 1 1 1 1 1
< 40
o
E -
L 35 T T T T T T T T T T T T T
0 60 120 180 240 300 360 420

tiempo (min)

Figura 31.- Cinética de liberacion de Citocromo C del gel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP
NIPAAm (), 15%MP NIPAAM/AAM(15%) (—® ), 15%MP NIPAAmM/AAM(20%) (& ),
30%MP NIPAAM/AAM(15%) (~ O ), 30%MP NIPAAM/AAM(20%) (_/—\_) en ciclos de

temperatura de 37°Cy 42°C a diferentes tiempos
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Continuando con los hidrogeles de 15%MP NIPAAM/AAM(20%) y 30%MP
NIPAAM/AAM(20%) este sigue un mismo patrén donde se observa una liberacién rapida
en la primera hora donde se libera el 0.6 del contenido, continuando con una liberacidn
sostenida a lo largo de las 7 horas de muestreo, observando que no existe ninguna

respuesta ante los estimulos del cambo de temperatura.

Continuando con 15%MP NIPAAM/AAM(15%) el cual muestra una menor
liberacion en el primer ciclo siendo esta de 0.38 y mostrando una pobre liberacién al
momento de su colapse pero el fenédmeno de hinchamiento le permite lograr una
liberacion del 0.85 durante las 7 horas de muestreo, terminando con el hidrogel de
30%MP NIPAAM/AAM(15%) el cual muestra una liberacion mucho mas lenta, logrando
liberar en su primera hora el 0.2 y teniendo una respuesta ante el colapso del hidrogel, sin
embargo este comportamiento se presenta a lo largo de los cambios de temperatura a los
gue son sometidos sin ser determinante la temperatura en la que este se encuentre hasta

llegar a su maxima liberacidon de 0.95 a las 7 horas de muestreo.

El comportamiento de los hidrogeles nos demuestra que dependiendo de las
condiciones con las que los manejemos somos capaces de modificar y adaptar su
funcionamiento, sin embargo los estudios realizados nos muestran que este sistema no
esta completamente regido por la respuesta al estimulo de la temperatura como se
pretende, mientras tanto con ellos se puede llegar a consolidar un sistema de liberacion
modificada. El hidrogel que contiene 15%MP NIPAAm nos muestra que es un hidrogel que

puede continuar su estudio con diferentes macromoléculas debido a que muestra muy

76



buenas condiciones ante los cambios de temperatura que el resto no muestra esto es

debido a su microparticulas que no se encuentran ajustadas.

V.5.3. Liberaciéon de hidrogeles con Albumina
Esta liberacién se realiza con hidrogeles de NIPAAM/DMA(20%) con 15%MP
NIPAAm, lo cuales son cargados a 32°C con dos concentraciones de albimina marcada

siendo estas de 6.6mg/ml y de 29.8mg/ml liberados a diferentes temperaturas.

V.5.3.1. Concentracion de cargado de Albumina

La concentracidn de cargado a 32°C para cada hidrogel mostrado en la tabla 10.

Tabla 10.- concentracién de cargado de albimina marcada.

Gel mg de albumina/ g
de gel
g NIPAAmM/DMA(20%) con 15%MP NIPAAmM 2.04
Cargado con
6.6 mg/ml NIPAAmM/DMA(20%) con 15%MP NIPAAmM 1.91
NIPAAmM/DMA(20%) con 15%MP NIPAAmM 1.86
g;rgsaiz/c;? NIPAAM/DMA(20%) con 15%MP NIPAAm 5.79
V.5.3.2. Estudio de liberacion de Albumina

Este estudio inicia con la liberacion de albumina a 37°C el cual contiene un total de

2.04 mg/ml de albumina marcada, este muestreo es por 24 horas mostrando resultados
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en la Figura 32 el hidrogel se comporta liberando su contenido de forma sostenida,
mostrando que al momento de colocar el hidrogel en el medio el hidrogel presenta una
liberacion lenta y controlada, ya que con el paso del tiempo este logra ir liberando hasta

llegar a las 4 horas de muestreo donde alcanza el 0.9 de liberacidn.
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Figura 32. Grafica de liberacién de albimina marcada a 37°C.

Continuando con los estudios se procedié a la liberacién en ciclos iniciando con la
liberacion de 25 a 42°C mostrando resultados en la Figura 33, en la cual observamos que
esta inicia liberando una pequena cantidad a lo largo de los primero 45 min, sin embargo
al llegar a la hora de muestreo presenta una liberacién busca llegando al 0.55 del

contenido total, al momento del cambio de temperatura a 42°C muestra la liberacion al
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colapso del gel llegando a un 0.8 y continuando con su liberacion a través del tiempo de
muestreo con un maximo de liberacidn del 0.9 a 4 horas de liberacidn. Lo que nos indica
que el hidrogel esta reaccionando al cambio de temperatura mostrando la influencia de

las microparticulas.
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Figura 33. Gréfica de liberacidn de albumina marcada en ciclos de temperatura de 25°C a 42°C.

Continuando con la liberacién en ciclo se realiza en temperatura de 37°C a 42°C
mostrado en la Figura 34, en esta se muestra una liberacién mayor en la primera hora
llegando arriba de 0.6 del contenido del gel, mostrando un incremento al momento del
cambio de temperatura pero sin ser tan marcado, y continuando con su liberacidon de
manera continua llegando a un 0.95 de su totalidad en 4 horas.
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Comparando los resultados en la liberacidon a diferentes ciclos de temperaturas
observamos una minima diferencia en el porcentaje de cargado el cual se realiza a la
misma temperatura, sin embargo podemos observar la diferencia en la cantidad de
liberacion en la primera hora siendo mayor a temperatura de 37°C llegando a 0.65 en
comparacion a 25°C que alcanza 0.5 de su contenido, lo que nos demuestra que influye en
la liberacién de macromoléculas las microparticulas y el ajuste de temperatura del
hidrogel ya que provocan un efecto favorable al colapsar y con ello aumentar el contenido

del hidrogel.
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Figura 34. Grafica de liberacién de albumina marcada en ciclos de temperatura de 37°C a 42°C.
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Se procediod al cargado de un hidrogel con una solucidon de mayor concentracion
(29.8 mg/ml) a 32°C y fue liberado a 37°C observandose en la Figura 35, la cual en la
primera hora de muestreo logra 0.22 del contenido manifestando una linealidad en su
liberacion, sin embargo en el transcurso del tiempo se muestra una disminucién en la
cantidad de liberacion pero llegando a ser constante en las horas restantes, en liberacidn
se muestreo por 4 horas y se tomo una ultima alicuota al llegar a 24 horas donde muestra

el total de liberacién.
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Figura 35. Grafica de liberacidn de albumina marcada a 37°C
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Estos estudios nos muestran un gran resultado al mostrar que los hidrogeles
pueden cargar y liberar una macromolécula como albumina, sin embargo esta no logra
manifestar una respuesta ante la temperatura tan marcada como para ser llamada
pulsatil.

El trabajo nos muestra la capacidad que presentan los materiales en estudio de
exhibir cambios frente a factores ambientales como la temperatura, y con esto pueden
llegar a ser modificados para incrementar sus propiedades de interés y poder utilizarlos
para diferentes campos de la ciencia, el de principal interés se muestra en la investigacién
de este mondmero para logar utilizarlos como nuevos sistemas de liberacion mejorados

en el cual muestra la capacidad de cargar y liberar macromoléculas.
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Se lograron sintetizar diferentes tipos de microparticulas de NIPAAm,
copolimerizadas con acrilamida y N,N-dimetilacrilamida con lo cual se lograron diferentes
ajustes de temperatura, de la cual se eligieron tres diferentes siendo NIPAAm,
NIPAAM/AAM(15%) y NIPAAm/AAmM(20%) con su temperatura de transicion de 32°C, 38°C
Y 40°C respectivamente. Se realizaron cargados de macromoléculas in situ para mejorar el
cargado, esto fue bueno mientras que la liberacidon se vio reducida, debido a que la
macromolécula queda entrecruzada al momento de la formacién del hidrogel con ello

bloqueando la salida, siendo esto mas evidente cuando la concentracion de esta es mayor.

Debido a lo anterior se busco el ajuste de temperatura del hidrogel con NIPAAm y
sus copolimeros de AAm y DMA, con el estudio del hinchamiento a través de la
temperatura se eligio NIPAAm/DMA(20%) por su ajuste de temperatura a 38°C, donde se
analizé su capacidad de hinchamiento y colapso, siendo este ultimo con un proceso lento
pero significativo ante el cambio de temperatura. Una vez determinado el hidrogel de
NIPAAM/DMA(20%) se procedidé a la incorporacion de las microparticulas en diferentes
porcentajes siendo estos 5 hidrogeles con 15%MP NIPAAm, 15%MP NIPAAM/AAmM(15%),
15%MP NIPAAM/AAM(20%), 30%MP NIPAAM(15%) y 30%MP NIPAAM/AAmM(20%). Estos 5
hidrogeles fueron estudiados iniciando con su grado de hinchamiento donde los geles que
contienen 30%MP muestran un mayor grado de hinchamiento seguidos de 15%MP con
ajuste de temperatura y por ultimo los de 15%MP NIPAAm, lo que nos demuestra que el
grado de hinchamiento se ve afectado por la concentracién de MP y es dependiente de la

composicidn de las mismas.
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Continuando con el estudio se procedid al colapso siendo este en dos diferentes
temperaturas iniciando con 25°C logrando colapsar todos lo geles con pequefas
diferencias siendo el gel con 15%MP NIPAAm este demostrd tener una capacidad mayor
ante el cambio llegando a 0.25 mientras que el resto de los geles llegan a colapsar entre
0.3 a 0.35, donde se observa un menor grado de colapso es 30%MP NIPAAmM/AAM(20%)
llegando solo a 0.45, lo que nos muestra un ligera diferencia. Procediendo al colapse a
37°C mostro una minima diferencia entre ellos llegando a 0.65, donde solamente el
hidrogel de 15%MP NIPAAM/AAmM(15%) muestra un colapso retardado. Estos estudios nos
demuestra que la capacidad de colapse se ve afectada dependiendo de la temperatura en
la que se realice, debido a que a 37°C el gel ya a iniciado su proceso de colapse por ello el

colapse es menor.

Posterior a esto se realizo el estudio en ciclos de temperatura iniciando con el
estudio de 25°C a 42°C, donde los hidrogeles de 15%MP NIPAAmM, 15%MP
NIPAAM/AAM(20%) y 30%MP NIPAAM/AAmM(15%) muestran que logran un mayor colapso
llegando a 0.3 con una recuperacion en el hinchamiento del doble en 0.6, con los
hidrogeles de 30%MP NIPAAM/AAM(20%) y 15%MP NIPAAm se ven retrasadas en su
colapse siendo de menor intensidad llegando a 0.4 con una capacidad de hinchamiento de
0.65 sin embargo el gel que contiene 15%MP NIPAAM/AAmM(15%), muestra un colapso
lento pero llegando al mismo estado que los anteriores. Procediendo al estudio de 37°C a
42°C se analizé que el colapse se manifiesta de la misma manera que el anterior sin

embargo con una menor capacidad en rango de 0.6 a 0.7, manteniendo su capacidad de
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hinchamiento a 0.7 y 0.8 donde el hidrogel de 30%MP NIPAAM/AAM(20%) muestra la
mayor capacidad de hinchamiento llegando a un 0.9 mostrando que la capacidad de

hinchamiento es relacionada a la cantidad de MP en el hidrogel.

Las liberaciones llevadas a cabo iniciaron con Vit B12 a en ciclos de 25°C a 42°C
donde los hidrogeles se comportaron de manera similar liberando el 0.7 de su contenido
en la primera hora y finalizando a las 3 horas de liberacion, en el ciclos de 37°C a 42°C
muestran una libracion mas pausada y con ligeros pulsos pero liberando su mayor parte
del contenido en la primera hora, lo que nos mostro que esta molécula resulta muy
pequefia para ser controlada por este sistema. Se procedié al cargado de Cit C la cual al
igual se libero en dos ciclos el primero de 25°C a 42°C mostrando una diferencia en la
cinética de liberacion dando diferencias mostrando pulsos ante el cambio de temperatura
siendo el gel con 30%MP NIPAAM/AAM(20%) en que tiene una mayor rapidez de
liberacion siendo esta en 7 horas de muestreos y mostrando una liberacién continua sin
respuesta a los estimulos pero llegando a un 0.9 de liberacién de su contenido, realizando
el cambio de estudio a 37°C se muestra una liberacidon diferenciada por el tipo de
microparticulas incorporadas, dando una liberacién rapida en el caso de los geles que
contienen MP NIPAAmM/AAmM(20%) mostrando que en 15%MP no manifiesta cambios ante
los estimulos sin embargo al contener 30%MP se manifiestan pulsos ante estos cambios,
mientras tanto los que contienen MP de NIPAAm/AAmM(15%) muestran un liberacion lenta
en la cual al contener 15%MP se realiza sin reaccidn ante estimulos, pero el que contiene

30%MP realiza grandes reacciones ante los cambios en la temperatura, esto nos muestra
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gue entre mayor sea la cantidad de microparticulas en el hidrogel mejor sera su
comportamiento ante los estimulos. La liberacién de albumina marcada se lleva a cabo
con dos concentraciones y con el hidrogel de NIPAAm/DMA(20%) con 15%MP NIPAAm la
cual es cargada 32°C vy liberada a 37°C donde muestra una liberacion continua a través del
tiempo logrando liberar el 0.9 de su contenido en 4 horas, se llevo a cabo liberacidon en
ciclos el primero de 25°C a 42°C donde se observa una liberacidn donde es marcado el
cambio ante la temperatura esto nos muestra que las microparticulas al momento de su
colapse ayudan a la liberacidon de la macromolécula llegando a un maximo de 0.9 de su
contenido en 4 horas. Continuando con el cambio de temperatura a 37°C a 42°C nos
muestra el mismo comportamiento solo que la liberacién a 37°C logra una mayor
concentracion liberando el 0.63 de su contenido y continuando a 42°C con un pequeno
pulso logrando llegar a 0.95 en las 4 horas de muestreo. Sin embargo cuando el hidrogel
es cargado con una mayor concentracidon este carga mayor cantidad de macromolécula,
liberando durante la primer hora el 0.22 de su contenido y el resto de manera mas

retardada pero constante a través del tiempo.

Con todo lo anterior determinamos que los geles tienen la capacidad de liberar a
altas temperaturas con macromoléculas, que las microparticulas y los porcentajes de estas
influyen considerablemente en su comportamiento, todo esto nos da un elemento mas
para considerarlos como una forma de liberacion por medio de pulsos, ya que se
comprobd que estos se contraen rapidamente y expulsan la totalidad de la molécula a

través del tiempo.
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CAPITULO VIII
ANEXOS
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Absorbancia

ANEXO 2
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