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El presente trabajo de investigacién incluye la preparacion de geles de N-
isopropilacrilamida (NIPAAm). Se eligi6 este mondmero 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 transicion (Ttr) respectivamente, con un cambio en el volumen. Con este
tipo de geles se pretende la liberacion controlada por medio de pulsos. Esta teoria se basa
en mejorar la resistencia del gel y evitar que los poros del gel se cierren ya que bloquearia
el trasporte de agua y solutos, por ello se propone mejorar los geles anteriormente
estudiados, haciendo que sean mas porosos mediante la incorporacidon de microparticulas

de NIPAAm, con esto, los geles mantendran sus poros debido a que las microparticulas se



entrecruzan y forman parte de la red al momento de la polimerizacién, y esto nos lleva a
que al colapsar estos formen los poros y ademas contribuyen a que sean mas resistentes.

Una vez identificado el problema y propuesta la solucidn, se procedié a la
formulacidn de los geles. Se realizaron diferentes formulaciones variando los porcentajes
de microparticulas y porcentaje de entrecruzante. Se prepararon con 3% de entrecruzante
a los cuales se les varié el porcentaje de microparticulas de NIPAAm (0, 7.5, 15 y 30%),
ademas uno de los geles contenia 15%MP y 6% Bisacrilamida como entrecruzante, 1% de
APS como iniciador y 1% de TEMED como catalizador.

Una vez concluido se procedid a estudiar el comportamiento de hinchamiento con
respecto a temperatura, se obtuvo que la temperatura de transiciéon de los geles se
mantiene en 32-33°C, se determind el grado de hinchamiento (Q) en diferentes
circunstancias, estas son la cinética de hinchamiento, colapso, hinchamiento/colapso, los
cuales se realizaron en agua y se logro verificar la capacidad de cada gel de absorber el
disolvente, siendo el de 30%MP el que tiene una mayor capacidad de hinchamiento y el
de 15%MP 6%BIS el que tiene una menor capacidad, los geles que contienen 15%MP Y
30%MP colapsan rdpidamente en menos de 10 min, y mantienen una cinética
reproducible.

Con estos geles se realizaron liberaciones con Vit B12 y Citocromo C los cuales se
liberaron por medio de ciclos de temperatura de 25°C a 42°C, estos nos muestran que
estos geles de NIPAAm solo liberan cundo esta hinchado el gel, y por lo contrario los geles
con microparticulas nos muestra que libera una pequefia cantidad hinchado pero al

momento de colapsar libera en su totalidad.



Por ello se puede decir que las microparticulas nos sirven como punto de
entrecruzamiento para producir materiales microporosos con buenas propiedades

mecanicas.
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II.1. ANTECEDENTES
En los ultimos 30 aifos la investigacion farmacéutica se ha centrado en el desarrollo de
nuevos y mas sofisticados sistemas de liberacion de farmacos, con la finalidad de mejorar
al maximo los tratamientos terapéuticos. Mediante el desarrollo de sistemas de liberacion
innovadores, disefados a partir de materiales inteligentes, capaces de responder a
diferentes reacciones fisiolégicas(G) liberando su carga en el lugar, tiempo y la velocidad
deseada.”?

Los poliméricos inteligentes, son llamados de esta forma ya que responden a
ligeros cambios en su entorno, como temperatura, pH, luz, campo eléctrico, moléculas

B)45)  Este

biolégicas, etc., sufriendo cambios drasticos en sus propiedades.
comportamiento Unico que muestra el sistema, sumados a buenas propiedades
mecanicas, alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, permiten aplicaciones tecnolégicas
en quimica, medicina, medio ambiente, agricultura y en otros campos de la industria.™ El
interés en desarrollar polimeros inteligentes se ha incrementado para con ellos poder
desarrollar sistemas de liberacion de farmacos con direccionamiento o localizacion
especifica.(7)

Uno de los materiales mas estudiados es la NIPAAm, que es sensible a la
temperatura, este polimero sufre una transicion de hinchamiento a colapso a una
temperatura critica de 32-33°C.®6)

A los geles de NIPAAm se les ha atribuido la capacidad para absorber grandes

cantidades de agua o soluciones acuosas, convirtiéndolo en ese momento en hidrogel.(lo)

El mecanismo por el cual los polimeros son capaces de absorber tanto volumen de

6



soluciones acuosas no es solamente fisico, también depende de la naturaleza quimica del
polimero asi como de la respuesta elastica de entrecruzamiento.™

Debido a la propiedad que presentan de absorber agua, los convierte en
materiales de gran interés en el area biomédica para ser aplicados como sistemas de
liberacién 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
e implantes.(lo)

La NIPAAm se ha estudiado con anterioridad y estd documentado que los geles de
este material presentan caracteristicas importantes, pero, al mismo tiempo se sabe que
no es un buen material para ser aplicado de manera independiente como vehiculo
farmacéutico para un sistema de liberacion, ya que se colapsan a una temperatura
superior a su Ttr formando una piel en el exterior la cual bloquea la salida del disolvente.
Este problema atrajo interés en investigar y mejorar estos geles de NIPAAm. En una
investigacion se propuso la incorporacién de sales inorganicas con la intencién de formar
macroporos en el gel, los cuales evitarian la formacion de la piel y con ello el bloqueo de la
liberacion, en estos se observo una pequeia liberacion pero surgiendo el mismo problema
ya que los poros formados se cierran a altas temperaturas, lo cual causa un bloqueo que
lleva al mismo problema de liberacion.® Por lo anterior, es importante continuar con la

busqueda de nuevas y mejores alternativas para lograr obtener un sistema de liberacién

con las caracteristicas deseadas.



I.2.  JUSTIFICACION

En la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria de la Universidad Auténoma de Baja
California, en el drea de Biofarmacia, actualmente se realizan trabajos de investigacion de
sintesis de mondmeros para el desarrollo de vehiculos farmacéuticos a partir de polimeros
sensibles a la temperatura. Estos con el fin de aplicarlos como sistemas de liberacidn
pulsatil.

La propuesta se basa en mejorar la formulacién de los geles de N-
isopropilacrilamida. Esto pretende lograr geles microestructurados de NIPAAm, mediante
la incorporacién de diferentes proporciones de microparticulas de NIPAAm, ya que se
comportaran en forma de poro y con esto evitar el bloqueo en la liberacion. Esto evitara la
formacién de una piel en el exterior del gel que ha sido reportada con anterioridad.

Con todas las aplicaciones que se han encontrado a estos materiales y con el
principal interés de proponer un sistema de liberacién de farmacos por medio de pulsos,
los cuales puedan ser capaces de liberar macromoléculas, esto impulsa a realizar esta
mejora en los geles de NIPAAm ya que en la actualidad es un problema muy importante la

liberacion de proteinas para el ambito medico.



I1.3. OBIJETIVOS GENERALES
Desarrollar un sistema de liberacidn pulsatil microestructurado sensible a la

temperatura con rapida respuesta.

1.4. OBIJETIVOS PARTICULARES
a. Preparar hidrogeles con diferentes porcentajes de microparticulas de NIPAAm.
b. Estudiar el grado de hinchamiento con respecto a la temperatura y determinar la
temperatura de transicion.
c. Estudiar las cinéticas de hinchamiento, colapso e hinchamiento/colapso de los
geles con respecto al tiempo.
d. Cargado de los geles con macromoléculas de diferente peso molecular y estudiar la

cinética de liberacién con ciclos de temperaturas.
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lI.1. SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA

.1.1. Conceptos basicos
En las ultimas 3 décadas, la investigacion farmacéutica se ha centrado en el
desarrollo de nuevos y mas sofisticados sistemas de liberacién controlada, con la finalidad

(12)

de racionalizar al maximo los tratamientos terapéuticos,”” esto ha sido impulsado por

areas como quimica de polimeros, biotecnologia, nanotecnologia, entre otras.™

El éxito de estos sistemas de liberaciéon controlada, se basa en los beneficios
econdmicos y terapéuticos que ofrecen, principalmente por la miniaturizacion de los
dispositivos, el control de tiempo de liberacidn y ubicacién de los sistemas en lugares
especificos en el organismo.(14)

Sistema de liberacion controlada.- Este se relaciona con otros términos como
liberacion prolongada, liberacion sostenida, sistemas dirigidos, entre otros. Estos 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
eliminar o reducir efectos secundarios, la cual busca que la concentracion del farmaco se
mantenga constante en el organismo.**6)17)

Sistema de liberacidon pulsatil.- Esta también llamada liberacion por pulsos, o
secuencial, tiene como objetivo principal 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 liberacién de algunos principios activos

11



con determinados ciclos circadianos hormonales, ™ al igual que la liberacién de proteinas,

las cuales tienen que ser adecuadas para la administracion de la biomolécula intacta.™®
Algunos ejemplos de los farmacos que en la actualidad existen por medio de

liberacién pulsatil son Pulsincap®, Ritalin®, and Pulsys®.">®% En |a Figura 1 se observa un

esquema de la cinética de liberacidn pulsatil.

Liberacion pulsatica

Druq
Plasma

\
Level | \ J \

Figura 1. Cinética de liberacion 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

;. ., , . . (20
rapidamente la concentracion de farmaco deseado y durante el tiempo necesario.'*”

1.1.2. Mecanismos de liberacion controlada

El desarrollo de dispositivos de liberaciéon controlada de farmacos, implica un

campo importante del avance moderno en el area farmacéutica. El incentivo principal de

12



estos sistemas, es la mejora en la eficacia del tratamiento terapéutico y el disefio de

formas de dosificacion practicas para el paciente.

l.2.  POLIMEROS INTELIGENTES: POLIMEROS RETICULADOS O HIDROGELES

.2.1. Polimeros

Un polimero es una gran molécula constituida por la repeticion de pequefias
unidades quimicas simples. En algunos casos la repeticidn es lineal, de forma semejante a
como una cadena la forma sus eslabones. En otros casos las cadenas son ramificadas o
interconectadas formando reticulos tridimensionales. La unidad repetitiva del polimero
es usualmente equivalente o casi equivalente al mondmero o material de partida del que

se forma.'?!

.2.1. Hidrogeles
Un gel o hidrogeles es una red polimérica la cual tiene la propiedad de absorber

grandes cantidades de solvente, sin disolverse®”

y lo que provoca cambios macroscépicos
en las dimensiones del polimero pero manteniendo su forma.'” La red tridimensional es
estabilizada por agentes entrecruzantes el cual puede presentar enlaces covalentes,
enlaces de puente de hidrogeno, enlaces de Van der Waals o interacciones

hidrofébicas.®?

13



Un gel es una estructura polimérica tridimensional, que se mantiene unida por
enlaces quimicos y/o fisicos. En la red, existe un espacio intersticial en el cual moléculas
de agua, fluido bioldgico y disolvente organico pueden ser atrapadas llenando el volumen
libre disponible sin disolverse y conservando su forma como resultado de un balance
entre fuerzas intermoleculares.'*®

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.®®

a) Geles entrecruzados quimicamente.- Son redes tridimensionales entrecruzadas
covalentemente. Este tipo de geles no pueden disolverse en agua o cualquier otro tipo de
disolvente, incluso calentandolos (Figura Za).(zs)

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 hidrégeno,
atracciones idnicas, interacciones hidrofdbicas, entre otras. Este tipo de geles
eventualmente se disolveran en agua o cualquier otro disolvente y ademads se pueden

fundir al calentarlos (Figura Zb).(zs)

14
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a) Gel entrecruzado quimicamente b) Gel entrecruzado fisicamente

Figura 2. Descripcion esquematica de tipos de entrecruzamiento de geles.

Los geles pueden clasificarse en grupos dependiendo de las caracteristicas vy
propiedades particulares que se tomen como referencia.

Se pueden clasificar dependiendo del método de preparaciéon en: a) geles
homopoliméricos b) geles copoliméricos c) geles multipoliméricos y d) redes poliméricas

interpenetradas.m)

1.2.3 POLIMEROS INTELIGENTES

Los polimeros inteligentes son aquellos que responden a cambios en una
propiedad a pequefios estimulos fisicos o quimicos. Estos polimeros pueden estar en
varias formas, tales como en solucion, en superficies o como sélidos. Existen diversos
estimulos que pueden ser aplicados: temperatura, pH, iones, campo eléctrico, disolventes,

entre otros (Figura 3). (7)(28)(35)

15
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Figura 3. Representacion grafica de un gel inteligente al variar la temperatura

11.2.3.1 Polimeros inteligentes sensibles a temperatura.- Existen variedades de
polimeros que exhiben una transicion de fase en respuesta a un cambio de temperatura,
por lo que se dice que son sensibles a esta. Se ha visto que la variacidén de este parametro
provoca en el material cambios estructurales interesantes, fundamentalmente para su
aplicacién en biomedicina.

Se ha observado que las transiciones de fase en hidrogeles dependen de Ia
temperatura, las cuales se manifiestan en grandes cambios de volumen. Este
comportamiento puede ser regulado mediante un adecuado control de las fuerzas
hidréfobas e hidréfilas.?

En la mayoria de estos materiales existe un punto critico en cual ocurre la
temperatura de transicion, Una pequefia cantidad de polimeros responden a lo que se
llama temperatura de transicion de fase inversa o temperatura critica inferior de solucién

(LCST), esto significa que el gel a temperaturas por debajo de su LCST se encuentran

16



hinchados, mientras que si se aumenta la temperatura por arriba de esta el gel colapsa
(Figura 4).
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,

(30)

valvulas, y sensores.

Figura 4. 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 5).(31)

Los materiales inteligentes pueden clasificarse en funcion de su sensibilidad hacia
un estimulo externo o clasificarse segln la respuesta que manifiesten frente a un cierto
estimulo, respuestas cdmo, hinchamiento/contraccion, flexion, cambio de color, cambio

de estado, luminiscenciay conductividad.®”
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gel
colapsado \ entrecruzamicato
[y \
@) E—— tcadcm polimera
0—3q

A 97*\

gel hinchado

Figura 5. 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
quimicas, superabsorbentes, liberacion controlada de farmacos entre muchas otras

. . 2
aplicaciones.®?

1.3. Grado de hinchamiento (Q)

El hinchamiento puede definirse en términos de velocidad y de equilibrio de
maxima imbibicion, y define la capacidad de penetracidn de las moléculas del disolvente
en el polimero, dependiendo del grado de entrecruzamiento del polimero, de su
naturaleza y de la naturaleza del disolvente, entre otros factores.'®®
Cuantificacion del grado de hinchamiento.- La cantidad de liquido (agua, fluido

biolégico, disolventes organicos) que logre atrapar el gel en su matriz polimérica se

conoce como grado de hinchamiento Ecuacién 1.4
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El grado de hinchamiento se determina por la siguiente ecuacién la cual se
representa el peso humedo (W) y el peso del gel seco (W;s):

W, -ws
Wq

I11.3.1. Factores que afectan al hinchamiento

Un pardametro que afecta el hinchamiento es la cantidad de entrecruzante, que no
solo es debido a uniones covalentes, también a fuerzas intermoleculares como las de Van
der Waals y puentes hidrégeno, asi como a interacciones idnicas e hidrofébicas.®!
También interviene la fuerza idnica, debido a que las sales disueltas protegen a los grupos

ionizados del gel, disminuyendo la ionizaciéon efectiva del poll'mero.(35)

1.4. Microparticulas

La eficacia de la administracién de farmacos puede aumentarse de forma
significativa empleando como portadores microparticulas de polimeros hidréfilos
reticulados. El grado de interaccion, adhesion y asimilacién 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. Este grado de interaccion vy
asimilacidon por parte del 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.(zg)
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lIl.5. N-ISOPROPILACRILAMIDA
11.3.1. NIPAAmM

Histéricamente, las primeras publicaciones relacionadas con la N-
isopropilacrilamida (NIPAAm) Figura 6 tratan sobre la sintesis y polimerizaciéon de este
mondmero. Esta se ha empleado en muchas formas, las cuales incluyen cadenas sencillas,

geles macroscdpicos, microgeles, latex, peliculas delgadas, membranas, fibras, entre otras.

CH,
™ CH |,
|

PN

0 NH

CH
N

CH, CH,

Figura 6. N-isopropilacrilamida

11.3.2. GELES DE NIPAAm: materiales sensibles a la temperatura

Los geles son redes entrecruzadas de polimeros, hinchadas con un liquido Figura 7.
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
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naturales y sintéticos. La transicidn de fase en un gel se comprueba con una manifestacién
macroscopica.

Gel

- L1 ]
Monomero Entrecruzants O MO ¢

(W)

2
Polimero .

Figura 7. Representacidn 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. De esta manera, es
posible remover selectivamente y liberar solutos 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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EXPERIMENTAL



IV.1. EQUIPOS Y REACTIVOS
a. Equipos

1. Agitador magnético VWR Dyla-Dual

2. Balanza analitica Denver Instrument M-200

3. Recirculador de agua con temperatura controlada, Cole-Parmer Polystat
4. Espectrofotometro UV/Vis Beckman Coulter DU 520, Single Cell module
5. Medidor de pH Corning Scholar

b. Reactivos, Disolventes y Gases

1. N-isopropilacrilamida
2. N-N-bisacrilamida

3. Persulfato de amonio
4. Tetrametilendiamina

5. Vitamina B12

6. Citocromo C

7. Hexano

8. Tolueno

9. Diclorodimetilsilano

10. Amortiguador de fosfatos pH 7.4

11. Nitrogeno grado alta pureza (INFRA S.A. de C.V.)
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Iv.2. PURIFICACION DE N-ISOPROPILACRILAMIDA

El mondmero de NIPAAm se recibe con un inhibidor de la polimerizacién el cual es
necesario remover, La NIPAAm se purificé con hexano (25g NIPAAmM/200mL hexano),
utilizando bafio a 45°C y agitacién constante hasta que la mezcla fue homogénea,
posteriormente se dejé enfriar, Una vez cristalizado el contenido se filtro a vacio,

realizando lavados con hexano frio obteniendo la NIPAAm purificada.

IvV.3. SINTESIS DE MICROPARTICULAS DE NIPAAm

La sintesis de microparticulas se realizé6 una soluciéon que contiene 1% w/w de
NIPAAm en agua esta mezcla se mantiene en agitacién constante la solucién se eliminé el
oxigeno por medio de burbujeo con nitrégeno por 30 minutos, posteriormente se agregd
el entrecruzante dimetacrilato de etilenglicol 5% molar y el iniciador persulfato de amonio
al 2% w/w se calentd a 80°C por 45 minutos y se retira y se coloca en frio para detener la
reaccion. 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 para

obtener las micropartculas.

Iv.4 PREPARACION DE GELES DE N-ISOPROPILACRILAMIDA
Se prepararon geles termosensibles a partir de NIPAAm mediante polimerizacidn
en disolucion via radicales libres. Estos fueron elaborados en forma de lamina delgada

entre dos placas de vidrio con un espaciador de silicona de Imm.
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Se utilizd NIPAAm como mondmero, como disolvente se utilizo agua destilada. Se
utilizo N-N-metilenbisacrilamida (BIS) como agente entrecruzante, este producto directo
de como fue entregado del proveedor.

Como iniciador se empled persulfato de amonio (APS) este directo del producto de
proveedor solo se realizé una disolucién al 1% molar.

Otro compuesto importante es el tetrametilenediamina (TEMED) utilizado como
catalizador de la reaccion y utilizado en una disolucién al 1% molar.

Las placas de vidrio utilizadas en la preparacion de los geles, fueron previamente
silinizadas por inmersién en una disolucidon 2% v/v de diclorodimetilsilano en tolueno
durante cinco minutos. Después se enjuagaron con tolueno y fueron secadas a

temperatura ambiente.

IvV.4.1. Preparacion de geles entre placas de vidrio

Se prepararon diferentes geles a partir del monémero de N-isopropilacrilamida al
cual se sustituiran diferentes proporciones de la NIPAAm por el porcentaje en
microparticulas siendo estos 0%, 7.5%, 15% y 30% utilizando 3% de entrecruzante, el
quinto gel conteniendo 15% de microparticulas y 6% de entrecruzante.

Tabla 1. Porcentajes de los diferentes geles de NIPAAm.

Gel NIPAAm NIPAAm NIPAAm NIPAAm NIPAAmM
1 p 3 4 5
% microparticulas 0 7.5 15 15 30
(n/ml)
% Bis molar 3 3 3 6 3
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En todos los casos se utilizd 1% molar de APS, 1% TEMED en base a los moles del

mondmero segln el caso y variando los porcentajes de microparticulas Figura 8.

-~

HyC = CH—— CH; = CH —)

H,C——CH
H..C—(I:H l <|:=o (|:=o
C HN/ \\\o NH N
HN/ \\o l aes & | l
— .
| ¥ i TEMED /CH\ TH‘
H,C——CH HL 5 H,C CcH \
| \ # |
CH, T T:o
NIPAAM H:C=—=cH L —— H,C—— CH——
BIS

Figura 8. Reaccidén de polimerizacién de geles de NIPAAm

A continuacidn se explica el método de preparacion del gel de NIPAAm, dado que
todos los geles fueron realizados de la misma manera solo se explicard uné y los cambios
en los demds seran explicados.

El primer paso de este procedimiento es colocar los moldes de placa de vidrio en
un bano de hielo para mejorar este proceso, una vez hechos los célculos necesarios se
coloca en un matraz bola 1.588g de NIPAAm, 0.07g de BIS, y 8 ml de agua destilada, todo
esto se mantiene en agitacion constante por 15 minutos. Una vez transcurrido este
tiempo se coloca 1.0 ml de APS durante 1 minuto continuando con la agitacién, y por
ultimo se coloca 1.0 ml de la solucién de TEMED y se mantiene la agitacién por 1 minuto
mas para con esto concluir la preparacién procediendo a la colocacién de esta en el molde

gue se encontraba en baio de hielo.
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Por otro lado en el molde se colocd un espaciador de hule de silicona de 1 mm de
diametro, entre las dos placas de vidrio de 10 x 10 cm ensambladas con pinzas de metal.
Utilizando una jeringa se colocé la disolucion entre las dos placas de vidrio y el molde se
posiciond verticalmente y se dejo en reposo bajo temperatura de 4°C por 24 horas para
concluir con la polimerizacién (Figura 9).

Concluido ese tiempo, se extrajo la ldmina de gel y se colocd en un recipiente con
agua para lograr su purificacion, la cual provoca que se elimine cualquier resto de material

esto se realiza 1 vez al dia por 7 dias.

Espaciador de silicona

#—— Placade vidrio

Pinzas metalicas

Figura 9. Representacion esquematica de la preparacion de geles entre placas de vidrio.

Una vez trascurrido el tiempo se procede a cortar el gel en pequefnos discos de
1cm de didmetro con un orador (Figura 10). Todos estos geles se realizaron por 4 para
dos de ellos convertirlos en discos y dejando otros 2 geles intactos para su investigacion

de resistencia mecanica.
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Figura 10. Viales que contienen los discos de cada diferente gel.

IV.5. ESTUDIO DEL HINCHAMIENTO CON RESPECTO A LA TEMPERATURA

Este estudio se realizé con el propdsito de conocer el comportamiento del gel
modificando la temperatura y determinar la temperatura critica de transicién de los geles
anteriormente preparados, este se inicia pesando cada uno de los 5 diferentes geles el
cual sera su peso seco. Posteriormente se colocan en diferentes vasos con 5 ml de agua
destilada cada uno, en el bafio de agua anteriormente encendido a una temperatura
inicial de 40°C.

Una vez que trascurrid el tiempo necesario para que el gel se hinchara hasta su
equilibrio, se comenzo a descender la temperatura paulatinamente de 38°C hasta llegar a
20°C, respetando el tiempo de equilibrio y se procede a pesar cada gel en cada intervalo

de temperatura.

IV.6. ESTUDIOS DE CINETICA DE HINCHAMIENTO
Este estudio es con la finalidad de conocer los cambios en el grado de

hinchamiento de los diferentes geles con respecto al tiempo.
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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 procedid a estar pesando el gel a
determinados tiempos 20, 40, 60, 120, 180, 240, 300 y 1440 minutos.

Este procedimiento debe ser muy cuidadoso al momento de extraer los geles para
ser pesados ya que se debe hacer lo mas rapido posible y eliminando el agua excedente
de cada gel.

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

conforme la Ecuacién 1

IV.7. ESTUDIOS DE CINETICA DE COLAPSO

Este se realiza pesando el gel en seco y por duplicado, para poder determinar esta
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 con
agitacién constante una vez colocados se pesaron a los siguientes tiempo 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 y 100 minutos, trascurrido el tiempo y con los pesos se calculd el grado

de hinchamiento que nos mostré la cinética de colapso de estos geles.
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IV.8. ESTUDIOS DE CINETICA DE HINCHAMIENTO/COLAPSO

Estos se realizan en dos temperaturas una de 25°C y 42°C por debajo y arriba de Ia
temperatura de transicién reportada del polimero. Los geles se pesaron en seco y se
colocan 24 horas en agua destilada para que se encuentre en equilibro, esto se realiza en
dos recirculadores de agua con temperatura controlada con agitacion 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, esto durante las 7 horas de muestreo.

Una vez terminados estos experimentos se procedié a obtener el grado de
hinchamiento de cada uno de los geles, lo cual nos dio la cinética de hinchamiento y el

colapso del gel.

IV.9. ESTUDIOS DE CINETICA DE LIBERACION DE MOLECULAS

Los estudios de liberacion in vitro se realizaron a los 5 geles preparados por duplicado,
utilizando Vitamina B12 y Citocromo C, estos fueron elegidos por su bajo peso molecular y
son coloridos facilitando su cuantificacion en el Espectrofotometro UV/Vis. La cinética de

liberacion se efectud en disoluciones amortiguadora de fosfatos a pH 7.4.

IV.9.1. Liberacién de Vit B12
IV.9.1. 1. Cargado de geles con Vitamina B12
El método de cargado con el cual se incorporé la Vitamina B12, se inicié pesando

cada gel y colocandolo en una solucién de vitamina B12 la cual contenia 10mg/ml, estos
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son colocados en el refrigerador por un periodo de 7 dias para asegurar que se ha

hinchado y atrapado la maxima cantidad.

1V.9.1.2. Estudios de liberacion de Vitamina B12

Previo a los estudios de liberacion, se establecié 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 disolucién amortiguadora de fosfatos a pH=7.4 se preparé de acuerdo a la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 8" Edicién.

La metodologia para los experimentos de liberacién fue la siguiente: en un vial se
colocaron 3 ml de buffer en agitacidn constante en un recirculador de agua con
temperatura controlada de 25°Cy 42°C Figura 11.

Acto seguido, se dispuso un disco a la vez en la solucidon 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
continua con la extraccién de alicuota de 1 ml y reposicion 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.
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Figura 11. Sistema empleado para los estudios de liberacion.

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

los 5 diferentes y se procedid a su comparacion.
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IvV.9.2 Liberacion de Citocromo C
IV.9.2.1. 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 por un periodo de 7 dias.

1vV.9.2.2. Estudios de liberacion de Citocromo C

Previo a los estudios de liberacién, se establecié una curva de calibracién para
el Cit C (Anexo 2). Esta se obtuvo mediante espectrofotometria UV/Vis a una A=528
nm.

La metodologia para los experimentos de liberacion se realizo de la misma
manera que la liberacién de Vitamina B12, se tomaron las mismas alicuotas etas
siendo leidas a 528nm. Esto se realizé un gel a la vez y por duplicado para los 5

diferentes y fueron comparados.
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RESULTADOS Y DISCUSION



V.1. SINTESIS DE MICROPARTICULAS DE NIPAAM

Se obtuvieron microparticulas de NIPAAm las cuales fueron estudiadas por medio
de dispersion de luz dindmica, en el equipo Zetasizer la cual nos muestra un tamafio de
particula de cerca de 600nm Figura 12(a) y se obtuvo una temperatura de transicion de
32°C Figura 12(b).

Size Distribution by Valume
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Figura 12. A) Tamafio de particula nm B) Temperatura de transicién de la microparticulas
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V.2 PREPARACION DE GELES DE N-ISOPROPILACRILAMIDA
V.2.1. Geles de N-isopropilacrilamida

Se prepararon geles termosensibles a partir del mondmero N-Isopropilacrilamida,
utilizando N-N-metilenbisacrilamida como agente entrecruzante con diferentes
porcentajes de microparticulas de NIPAAm, los cuales se indican en la Tabla 1, esto

mediante el método de polimerizacion via radicales libres.

Tabla 1. Porcentajes de microparticulas y entrecruzante en cada gel.

Gel NIPAAm NIPAAm NIPAAm NIPAAm NIPAAmM
1 2 3 4q 5
% microparticulas 0 7.5 15 15 30
(n/ml)
% Bis molar 3 3 3 6 3

Se elaboraron 4 geles de cada porcentaje de microparticulas, dos de ellos para ser
evaluada su resistencia mecanica, los geles restantes fueron cortados en discos de 1 cm
de diametro usando un horadador, todos los geles obtenidos se observaban
transparentes, solo los geles que contenian 15% NP se contenia un punto blanco en el

centro el cual se refiere a cierta cantidad de humedad que se quedo dentro del gel.

V.3. ANALISIS DEL GRADO DE HINCHAMIENTO
Todos los experimentos realizados se tienen como Unico o principal calculo el

grado de hinchamiento, esto debido a que estos geles muestran la capacidad de
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responder a cambios en su ambiente externo especificamente la temperatura, lo cual los

convierte en geles inteligentes.

V.3.1 Grado de hinchamiento de los geles de NIPAAm
Se llevaron a cabo experimentos de hinchamiento de todos los geles, estos por
duplicado. El analisis del grado de hinchamiento se determind gravimétricamente en base

al agua absorbida, expresado como porcentaje en peso de acuerdo a la Ecuacion 1.

Vv.4. ANALISIS 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 observar la temperatura critica de
transicién la cual se observa cuando ocurre un cambio drastico en el gel que pasa de estar
hinchado a colapsarse de forma drastica.

En la Figura 13 se muestran los resultados de Q con respecto a la variacién de
temperatura, en los cuales se observan los cambios desde 20°C a 40°C, estos cambios se
realizaron respetando el tiempo de equilibrio del gel en cada punto de temperatura.

Todos los geles presentaron el mayor grado de hinchamiento en la temperatura de
20°C el cual disminuye de manera continua al aumentar la temperatura hasta que se
presenta una disminucion abrupta (discontinua) en la temperatura de transicion.

Este estudio nos da otros datos que nos ayudan a entender mejor el
comportamiento de los geles, esto con respecto a los diferentes grados de hinchamiento y

basicamente en el maximo que estos alcanzan, como se puede observar en la Figura 13
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que los geles de NIPAAmM 0%, 7.5% de microparticulas se comportan de igual manera sin
existir diferencia significativa, el gel con 15%MP se observa una pequefia diferencia a los

dos anteriores pero esta sigue sin ser muy marcada.

jol
Q= N W e Y N
| | 1 1 1 |

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Temperatura ' C

Figura 13. Grado de hinchamiento de geles de NIPAAm (T*), NIPAAm 7.5%MP (=#=1),
NIPAAM 15%MP ( ), NIPAAm 15%MP 6%BIS (===), NIPAAm 30%MP (=), a
diferentes temperaturas.

Sin embargo, en el gel que contiene 30%MP se observa como su grado de
hinchamiento aumenta considerablemente, esto se lo podemos atribuir a que este
contiene una mayor cantidad de microparticulas, las cuales hacen mas poroso el gel lo
cual causa que una mayor cantidad de agua penetre en esta red aumentando con esto su
capacidad de hinchamiento, por ultimo tenemos el gel de 15%MP 6%BIS, en este gel se
determina un grado de hinchamiento por debajo de todos los anteriores lo cual nos
muestra que el grado de entrecruzamiento de un gel determinard sus propiedades de

hinchamiento, esto es a causa de que la red esta mas densa y por lo tanto, la cantidad de

disolvente que puede entrar es menor.
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Con estos datos obtenidos se pretende corroborar la temperatura de transicién de
los geles, se espera que la transicidn de todos estos geles de NIPAAm se mantenga cerca o
igual a la temperatura que han reportado de 32°C a 33°C®), este comportamiento se
determina realizando la derivada de cada punto con respecto a la temperatura Ecuacién 2
lo cual nos da como resultado que los geles de NIPAAm (0%, 7.5 y 15%6%) tienen una
temperatura de transicion de 32°C, mientras que los geles de NIPAAm (15% y 30%) su
temperatura de transiciéon se recorre un grado a 33°C Tabla 2, esto nos muestra que el gel
no modifica su temperatura de transicion lo cual se representa en la Figura 14.

Ecuacion 2

dQ.
dt

Tabla 2. Temperatura de critica de transicion

Geles de NIPAAM NIPAAM NIPAAmM NIPAAmM NIPAAmM
NIPAAM 7.5%MP 15%MP 15%MP 6%BIS 30%MP
LCST 32°C 32°C 33°C 32°C 33°C
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Temperatura

Figura 14. Derivada de la curva de Q vs T (Grafica 1) de geles de NIPAAm (T*), NIPAAm
7.5%MP (—5=1), NIPAAm 15%MP (7"), NIPAAm 15%MP 6%BIS (=), NIPAAm 30%MP
(==*=), a diferentes temperaturas.

V.5. ESTUDIOS DE CINETICA DE HINCHAMIENTO

Este estudio nos muestra como los geles se hinchan con el paso del tiempo, esto lo
observamos en la Figura 15, la cual nos muestra los datos graficados mediante Q, con esta
grafica nos indica que los geles se comportan de la misma manera, sin embargo se
observa que el gel con mayor capacidad de hinchamiento es el gel de NIPAAm 30%MP con
una Q por encima de 5.6 indicando que el gel se hincha 5 veces mas que el gel seco, el gel
gue continua en forma descendente es el de NIPAAm 15%MP el cual se ve que alcanza
una Q de 5, continuando con los geles de NIPAAmM y NIPAAm 7.5%MP los cuales tienen un

comportamiento practicamente igual manteniendo una Q cerca de 4.5 por lo cual no

existe un comportamiento diferente entre estos dos geles.
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Mientras tanto el gel de NIPAAm 15%MP 6%BIS se comporta de manera diferente
con respecto al grado de hinchamiento que tiene con respecto al resto, ya que solo
alcanza un Q de 3.4 lo cual nos demuestra que es el gel que tiene una menor capacidad de
hinchamiento esto es debido a que contiene una mayor cantidad de entrecruzante y por
lo tanto una menor capacidad de estirarse para dejar entrar el disolvente y poder

hincharse.

[ X

0 250 500 750 1000 1250 1500

Tiempo {min)

Figura 15. Grado de hinchamiento de geles de NIPAAM (™*), NIPAAm 7.5%MP (=8=1),
NIPAAmM 15%MP ("), NIPAAmM 15%MP 6%BIS (===), NIPAAm 30%MP (=), a
diferentes tiempos a 25°C.

V.6. ESTUDIOS DE CINETICA DE COLAPSO
El estudio nos da diferentes cinéticas del comportamiento de los geles con

respecto al momento de colapso, los datos obtenidos se transforman a grado de

hinchamiento.
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En la Figura 16 se podemos observar como el gel de NIPAAm que no contiene
microparticulas mantiene una cinética de colapso muy lenta la cual se prolonga por un
largo periodo indeterminado, se lo podemos atribuir a que se comienza a formar un capa
en la parte externa del gel que puede ser llamada piel(36) y esto obstruye paulatinamente
la liberacion de agua por lo tanto el colapso del gel.

Otro caso se observa en el gel del NIPAAm 7.5%NP el cual se colapsa un poco mas
rapido que el de pura NIPAAm, esto debido a la pequefa cantidad de microparticulas las
cuales hacen que el gel expulse el disolvente sin observar una contraccion definitiva. Por
el contrario los 3 geles restantes que son NIPAAm 15%MP, NIPAAm 15%MP 6%BIS, y
NIPAAM 30%MP manifestaron un comportamiento que antes de los 10 minutos los geles
estadn colapsados casi en su totalidad, lo cual nos demuestra que las microparticulas evitan
a que se forme esta piel ya que las microparticulas se colapsan mas rapidamente vy
permiten la formacion de poros por los que se expulsa la mayor cantidad de disolvente, lo
cual era lo esperado y planeado ya que con este comportamiento es requerido para llevar

a cabo una liberacion pulsatil.
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Figura 16. Cinética de colapso de los geles de NIPAAm (T*), NIPAAm 7.5%MP (=#=1),
NIPAAmM 15%MP ("), NIPAAmM 15%MP 6%BIS (=), NIPAAm 30%MP (=+=), a
diferentes tiempos a 42°C.

V.7. ESTUDIOS DE CINETICA DE HINCHAMIENTO/COLAPSO

Este experimento se realizé con la intencion de demostrar que el proceso de
colapse e hinchamiento de los geles es reversible, esto con el fin de ver si los geles 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 deformacion en el gel.

El andlisis de la Figura 17 nos muestra el grado de hinchamiento con respecto a los
ciclos de temperatura, los cuales se definen como el proceso de cambio de temperatura
cada hora iniciando con 42°C llevandolo a 25°C una vez que pase por las dos temperaturas
se considera 1 ciclo, y estos cambios fueron durante 3 % ciclos. Esta nos lleva al analisis del
comportamiento de los geles iniciando con el de NIPAAm 0%, el cual nos muestra que
tiene una pequeiia capacidad de respuesta y es descartada debido su falta de

repetitividad en los ciclos.
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En el gel NIPAAm 7.5%MP es marcado el comportamiento de las microparticulas
ya que se observa que este gel deja fluir una mayor cantidad de agua al momento del
colapso, pero no llega a mantener una conducta constante.

Sin embargo en los geles restantes de NIPAAm 15%MP, NIPAAm 15%MP 6%BIS, y
NIPAAmM 30%MP, en estos 3 se comportan de la misma manera, que nos muestra que los
geles tienden a colapsar a 42°C y estos expulsan en su totalidad de disolvente que
contienen en los primeros minutos, mientras que en el proceso de hinchamiento ocurre
de la misma manera estos inician su incremento que se observa constante, indicando que

los procesos de colapso e hinchamiento en los geles es reversible.

42°C 25°C 42°C 25°C 42°C 25°C 42°C

0 60 120 180 240 300 360 420
Tiempo {min)

Figura 17. Cinética de hinchamiento/colapso de los geles de NIPAAm (T*™), NIPAAm
7.5%MP (—8=1) NIPAAmM 15%MP ("), NIPAAm 15%MP 6%BIS (=),
NIPAAmM 30%MP (====), con ciclos de temperatura 25°Cy 42°C.

En la Figura 18 podemos observar los geles en sus tres fases el gel seco, hinchado a 25°Cy

colapsado a 42°C.
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Figura 18. A) Gel NIPAAm, B) NIPAAm 7.5%MP, C) NIPAAm 15%MP, D) NIPAAm 15%MP

6%BIS, E) NIPAAm 30%MP, 1) gel seco, 2) hinchado a 25°C 3) colapsado a 42°C.

V.8. 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 kDa y el citocromo C con un peso de 12,000 Da, con la que

posteriormente se determind la fraccion liberada de farmaco.
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V.8.1. Evaluacion de la cinética de liberacion de Vitamina B12
La cinética de liberacién se llevd a cabo de manera in vitro todos los datos

obtenidos se transformaron mediante el calculo mediante la Ecuacion 3:

Ecuacion 3. Fraccion liberada M, es la cantidad de farmaco liberada a un tiempo t, M.. es
la cantidad total de farmaco en el gel.

En la Figura 19 podemos observar el comportamiento de los geles conforme pasa
el tiempo y los cambios de temperatura, lo que nos muestra como el gel libera la Vitamina
B12, el primer gel de NIPAAm 0%MP el cual muestra que el gel libera su contenido
cuando el gel esta hinchado pero se ve claramente que no libera nada cuando esta
colapsado, liberando nuevamente en el periodo de hinchamiento y evitdandolo cuando
estd colapsado llegando a 0.97 de fraccion libre.

El gel NIPAAm 7.5%MP se comporta liberando una pequefa fraccién cuando esta
hinchado, pero este al pasar al colapso se ve una liberacion marcada y que aumenta
lentamente conforme pasa el tiempo y esto es repetitivo llegando a una fraccién liberada
de 0.97.

El gel NIPAAmM 15%MP y 30%MP se comportan de la misma manera liberando un
poco cuando estan hinchados pero en cuanto sufren la transicion de temperatura
colapsan en su totalidad en los primeros minutos y liberan todo el farmaco que resta en el

gel. Este comportamiento se observa en el gel de NIPAAm 15%MP 6%BIS sin embargo en
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este gel se puede observar una liberacién constante hasta liberar casi la totalidad del

farmaco atrapado.
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Figura 19. Cinética de liberacién Vit B12 de los geles de NIPAAm (T*), NIPAAm 7.5%MP
(—8=1), NIPAAM 15%MP (7°7), NIPAAM 15%MP 6%BIS (=), NIPAAm 30%MP (=),
estos variando la temperatura cada hora.

V.8.2. Evaluacion de la cinética de liberacion de Citocromo C
La cinética de liberacion se llevé a cabo de manera in vitro con lo cual se puede

observar en la Figura 20 los resultados obtenidos.
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Figura 20 Cinética de liberacion Cit C de los geles de NIPAAm (™*), NIPAAm 7.5%MP
(—#=1), NIPAAmM 15%MP ( ), NIPAAmM 15%MP 6%BIS (===), NIPAAm 30%MP (=),
estos variando la temperatura cada hora.

Como se observa el gel de NIPAAm libera la proteina cuando el gel esta hinchado,
pero nunca cuando estd colapsado este sin llegar a liberar por completo a la proteina. El
gel NIPAAm 7.5%NP se comporta de manera muy similar liberando el contenido
lentamente pero este comenzd a liberar poco cuando estd hinchado pero al momento de
colapsar sufre un cambio en la liberacidn siendo este muy evidente, y continta su proceso
liberando en las dos etapas hasta en la 6ta hora que logra liberar todo.

El gel NIPAAm 15% MP, NIPAAm 15%MP 6%BIS y NIPAAm 30%MP, se comportan
de la misma manera liberando poco cuando se encuentran hinchados pero dando un
busco cambio al momento de su colapso logrando liberar todo la proteina que estos
contenian, solo se observa una pequefia diferencia en el gel NIPAAm 15%MP de los otros

dos donde este libera una menor cantidad cuando esta hinchado.

48



En la Tabla 3 se muestra la cantidad de farmaco que absorbié cada gel estudiado
con lo que observamos que la cantidad de Vit B12 que penetra en las redes del gel es
mayor que la obtenida para los geles de Cit C lo cual es debido a que esta molécula es mas
grande y por lo tanto la solucién en que se estudio fue solo el 10% con respecto a la Vit

B12.

Tabla 3. Cantidad de farmaco cargado por cada gel

mg Vit B12/ | mgCitC/
EL NIPAA

G m g de Gel g de Gel

A 27 2.74
0% MP

B 28.6 2.54
2.5% MP A 25.1 2.83
B 25.2 3.78
15% MP A 25.8 1.76
B 23.9 1.02
15% MP A 14.7 0.72
6%BIS B 14 0.71
30% MP A 22.9 3.3
B 20.4 3.43

El presenta trabajo nos muestra la capacidad de estos materiales de exhibir
cambios frente a factores como la temperatura, y con esto pueden 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 investigacidon de este monédmero para logar

utilizarlos como nuevos sistemas de liberacién mejorados.
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CONCLUSIONES



Se logrd sintetizar 5 geles de N-isopropilacrilamida mediante polimerizacién via
radicales libres, utilizando N-N-metilenbisacrilamida como entrecruzante, vy
microparticulas de NIPAAm en diferentes proporciones.

Los geles obtenidos estdn conformados por diferentes porcentajes de los
anteriores mencionados, NIPAAm 0%MP, NIPAAm 7.5%MP, NIPAAm 15%MP, NIPAAm
15%MP 6%BIS, y por ultimo NIPAAm 30%MP.

En estos geles se determino que su temperatura de transicién es de 32-33°C que
es igual a la reportada para la NIPAAM.® Se determiné gue el grado de entrecruzamiento
determina la capacidad que tiene el gel para logar un maximo hinchamiento, por lo tanto
el gel NIPAAm 15%MP 6%BIS tiene la menor capacidad de hinchamiento debido a su
mayor grado de entrecruzamiento el cual detiene el proceso, mientras que el gel NIPAAm
30%MP tiene el mayor grado de hinchamiento esto se lo atribuimos a la cantidad de
microparticulas que logran hacer el gel mas poroso y ayudan a el incremento del
hinchamiento.

En la cinética de colapso comprobé que el gel de NIPAAm 0%MP no tiene la
capacidad de colapsar de manera rapida y este se comporta colapsando lentamente
formando una propia piel que detiene el flujo de disolvente, mientras que los geles con
microparticulas de 15% y 30% sufren un colapso a los pocos minutos lo cual se traduce en
una rapida liberacién de farmacos cuando los geles microestructurados se colapsan.

Estos geles de NIPAAm 15%MP, 15%MP 6%BIS, y 30%MP, demostraron ser geles
con un comportamiento de hinchamiento/colapso reversibles manteniendo sus

propiedades y su forma. Mientras que los geles de NIPAAm 0%MP se observa que se
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mantiene reproducible su comportamiento pero estos sin colapsar de forma drastica
indicando que mantiene atrapado el disolvente.

Con lo observado en el comportamiento de los geles microestructurados logramos
demostrar que la fragilidad de los geles de NIPAAm disminuye con la incorporacién de
microparticulas del mismo material, ya que estas brindan puntos de entrecruzamiento
formando asi materiales con una mayor porosidad.

Con la cinética de liberacion demostramos que durante el estado hinchado el gel
de NIPAAm 0%MP tiende a liberar las macromoléculas, mientras que los geles con
microparticulas incorporadas tienden a liberar el fdrmaco cuando se colapsa mostrando
una liberacién mas rapida, lo que nos lleva a concluir que la combinacion del gel de
NIPAAmM con microparticulas de este mismo material inteligente es relevante para la
liberacion de farmacos.

Con todo lo anterior determinamos que los geles tienen la capacidad de liberar a
altas temperaturas lo cual 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 del farmaco.
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ANEXO 1

Curva de Calibracion de Vit B12
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ANEXO 2

Curva de Calibracion Cit C
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