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RESUMEN

El presente trabajo de tesis incluye la preparacion de hidrogeles polimérico, con
cargado in situ de un polimero profarmaco a partir del monomero de acido
salicilico, y un B-bloqueador (propranolol), con el fin de evaluar su comportamiento
al someterlo a diferentes estudios, tales como la respuesta a estimulos fisioldgicos
de pH y temperatura, su actividad antimicrobiana y estudio de viabilidad celular.
Se realizé la sintesis y caracterizacion del monomero por cromatografia de capa
fina, FTIR-ATR y resonancia magnética nuclear de proton. Se prepararon
hidrogeles en forma de lamina, esto con ayuda de moldes de placa de vidrio y
espaciadores de plastico, mediante polimerizacion via radicales libres en
condiciones anhidras bajo condiciones de atmosfera inerte de nitrégeno, utilizando
dimetacrilato  de  etilenglicol (EGDMA) como agente entrecruzante,
azobisisobutinitrilo (AIBN) como iniciador y dimetil sulfoxido (DMSO) como
disolvente. Se estudié el grado de hinchamiento del hidrogel sintetizado con
respecto a variaciones de pH (5.5 y 7.4), obteniéndose el grado de hinchamiento
por medio de calculo gravimétrico cuyos resultados muestran que los hidrogeles
presentan una afinidad mayor a pH’s mayores (7.4) el cual muestra una fase de
transicibn mayor de hinchamiento, mientras que a pH menores (5.5) se presenta
una fase de transicion menor de hinchamiento. Se realiz6 un estudio de hidrolisis —
liberacién in vitro, se evalud la cinética de liberacion durante 72 horas a pH 5.5y
7.4, a pH 7.4 se obtuvo una mayor cantidad de miligramos liberados en ambos
farmacos (acido salicilico y propranolol), mientras que a pH 5.5 se observa una
liberacion menor de ambos farmacos, adicionalmete se utilizé la cromatografia de
liquidos de alta resolucién para la identificacion de ambos principios activos,
corroborando un correcto cargado in situ. El estudio de actividad antimicrobiana
mostro una inhibicién casi nula en ambos microorganismos evaluados (E. coliy S.
aureus), indicando que los hidrogeles sintetizados presentan una baja capacidad
inhibitoria ante microorganismos gram positivos y gram negativos. Con respecto al
estudio de viabilidad celular, los hidrogeles mostraron la capacidad de inhibir la

proliferacion de células cancerigenas (células de HelLa y células de melanoma),
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mientras que en células no cancerigenas (células de fibroblastos 3t3) se

demuestra una baja toxicidad de los hidrogeles.

CAPITULO I. INTRODUCCION
[.1. ANTECEDENTES.

Los hemangiomas infantiles (HI) o comunmente conocidos como “marcas de
nacimiento” es un tumor vascular congénito no canceroso que se generan a causa
del crecimiento anormal de los vasos sanguineos. Esta enfermedad, como su
nombre lo dice, afecta principalmente a pacientes infantes, la incidencia de esta
enfermedad se estima entre 5% al 10% de la poblacién infantil. Teniendo una
incidencia mayor (20% - 30%) en recién nacidos con bajo peso al nacer. Los HI
son mas prevalentes en nifios caucasicos y son tres veces mas comunes en nifias
gue en nifios. Esta enfermedad puede presentarse en cualquier parte del cuerpo,
sin embargo, la region de la cabeza y cuello es la zona mas frecuentemente
afectada (60%), seguida del tronco (25%) y las extremidades (15%). Los HI pasan
por una fase de proliferacion rapida en los primeros meses de vida, seguida de
una etapa de involucién espontanea, con resolucién lenta que abarca afios. Cabe
mencionar que estos tumores generalmente no se presentan al momento de
nacer, si no que estos van evolucionando en las primeras semanas de vida.
Estudios han revelado que existen otros factores que predisponen su aparicion
como anomalias placentarias y edad materna avanzada®?. Los tratamientos mas
comunes para esta enfermedad son, medicamentos (esteroides), laser y cirugia
(en caso de requerirlo). En México se tienen pocas opciones de tratamiento de
hemangiomas, por lo cual en algunos casos se opta por importar medicamentos

de Europa generando un costo promedio de 150 délares mensuales 3.

El 90% de los hemangiomas desaparecen con el paso de los afos
(aproximadamente a la edad de 9 afios), y en algunos casos se opta por no dar
algun tipo de tratamiento, esto dependera de la progresion y proliferacion del

hemangioma, en estos casos el paciente no sufre complicaciones durante el
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proceso’. Sin embargo el 10% de los hemangiomas pueden presentar
complicaciones en el tiempo que prevalezcan, tales como producir ulceraciones en
el &rea afecta, y en casos mas graves se puede llegar a ser mortal debido a la
ubicacion donde se presenta, es importante tener en monitoreo constante para a
la primera sefial de complicacion se empiece con un tratamiento individual

adecuado “.

Dentro de las complicaciones de los hemangiomas, se puede presentar el
hemangioma de tipo verrugoso, el cual se define como una malformacion vascular
congénita localizada, este tipo de hemangioma es poco frecuente. Este
hemangioma se presenta como una lesion en la piel de color rojizo azulado en sus
primeros estadios, con el tiempo este adquiere una superficie verrugosa como
mecanismo de proteccion. Al formarse esta superficie verrugosa, se hace mas
dificil su tratamiento, ya que al presentar dicha superficie imposibilita el
mecanismo de accion de los tratamientos tdpicos descritos para los hemangiomas
infantiles, ademas de no poder realizar una cirugia para removerlo debido a que
se puede llegar a presentar un sangrado mayor y poner en riesgo la vida del
paciente. Este tipo de hemangioma puede ser confundido con otras enfermedades
de la piel como un angiogueratoma, un linfangioma circunscrito, un nevus
epidérmico verrucoso o incluso un melanoma maligno, por lo cual se deben

realizar estudios especificos para descartar o detectar su presencia. >

En los ultimos afios se ha buscado desarrollar distintos medicamentos que ayuden
al tratamiento de los hemangiomas, el descubrimiento mas significativo fue el uso
de propranolol, ya que se demostré6 que, al utilizarlo, este presenta una alta
eficacia contra los hemangiomas. En el afio 2014 la FDA aprob6 una solucién oral
a base de clorhidrato de propranolol como tratamiento de primera linea contra los

hemangiomas infantiles. *

La administracion convencional de farmacos implica la administracion repetida de
un compuesto activo para mantener niveles terapéuticos en el cuerpo, esto puede
llegar a comprometer la eficacia del tratamiento y puede desencadenar una serie

de efectos secundarios debido a las dosis altas °. Por lo cual la investigacion
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farmaceéutica se ha inclinado en desarrollar nuevas variantes en cuanto a la
administracion y liberacion de farmacos, esto con el fin de controlar y dirigir la
liberacion en sitios especificos de accion, ya sea mejorando la forma farmacéutica
o el mecanismo de accion por el cual se libera el farmaco. Esto con la finalidad de
mejorar la eficacia y reducir los tiempos de tratamientos de los pacientes, ademas
de aumentar los niveles de farmaco en sangre, reducir dosis y brindar nuevas

alternativas de tratamientos frente a diversas enfermedades ",

Se han estudiado diversos sistemas de liberacion, de los cuales destaca la
sintesis de materiales inteligentes, denominados asi por su capacidad de
responder ante cambios externos, dichos materiales presentan cambios a nivel
fisico y/o quimico en respuesta a condiciones fisiologicas, generando una gran
expectativa para una posible implementacion en sistemas farmacologicos de

liberacién controlada y dirigida ®°.

Dentro de la investigacion cientifica, se ha propuesto y aplicado la utilizacién de
formulaciones topicas a base de B-bloqueadores para el tratamiento de
hemangiomas infantiles, tales como el propranolol, timolol o una combinacion de
ambos farmacos '°. Estas investigaciones han dado resultados positivos teniendo
una recuperacion total o parcial de los pacientes, la principal ventaja de usar una
formulacién tépica, es la concentracion final de farmaco utilizado, ya que se
reporta que con pequefias cantidades de farmaco se obtiene una recuperacion
exitosa en la mayoria de los pacientes, las concentraciones varian con respecto al
farmaco y a la condicion del paciente, algunas de las formulaciones reportadas
para timolol van del 0.5 al 1%, mientras que para propranolol se reportan
formulaciones desde el 1 al 2% “'®. Ademaés otra gran ventaja es que al ser
administrado por via topica se ha logrado disminuir los efectos secundarios
reportados en formulaciones orales tales como alteracion del suefio, hipotension,
bradicardia, alteraciones gastrointestinales, broncoespasmos, hipoglucemia,
hipercalemia y acrocianosis*. Una investigacion actual, reporta la implementacion
de un gel topico cargado con nanopropranolol al 0.5%, esto con el fin de facilitar y

mejorar el tiempo de accion del farmaco, debido a que en la piel se encuentran
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diferentes capaz, lo cual imposibilita la penetracion de farmaco en la piel,
obteniendo resultados positivos demostrando que se puede utilizar una dosis baja
de propranolol para obtener los mismos 0 mejores resultados que con

concentraciones mas altas *.

1.2. HIPOTESIS.

Sintetizar y desarrollar hidrogeles que posean un sistema dirigido de liberacion
dual de un analgésico y un antihipertensivo, podria brindar una alternativa como
sistema inteligente a la respuesta de estimulos fisiologicos, generando una
propuesta innovadora en la industria farmacéutica y una alternativa en el

tratamiento de hemangiomas en pacientes infantiles.

1.3. JUSTIFICACION

Debido a la gran incidencia de hemangiomas en pacientes infantes (10%), pocos
tratamientos y costo elevado que algunos de ellos implican, se propone generar
una alternativa a través de la sintesis de un hidrogel a partir de un polimero
profarmaco el cual incorpore un sistema dual de liberacion de farmaco (analgésico
y antihipertensivo) que en conjunto potencien el efecto farmacolégico y ayuden a

mejorar el tratamiento para esta enfermedad.

La liberacion dual de los farmacos sera a través de un sistema inteligente, el cual
comience a través de estimulos fisiol6gicos (pH y temperatura) generando un
sistema dirigido y asi ayudar a la absorcién de farmacos.

Dada la incidencia de esta enfermedad y a las pocas alternativas en el tratamiento
farmacoldgico, generar una alternativa con un buen desempefio y a un costo
accesible para la mayoria de las familias mexicanas y extranjeras, es un amplio

mercado de oportunidad para utilizar el hidrogel.
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[.4. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar hidrogeles de tipo salicilato mediante polimerizacion via radicales libres,
su caracterizacion, estudio como sistema dual para cargado-liberacion de farmaco
analgésico y antihipertensivo, bajo condiciones fisioldégicas de pH-temperatura, y

su evaluacion biologica de viabilidad celular y antimicrobiana.

I.5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.5.1. Sintetizar el mondmero acido 2-metacrioloiloxibenzoico (MAOB) y
caracterizacion por espectrofotometria de infrarrojo (FTIR) y resonancia
magnética nuclear de proton (RMN-H).

1.5.2. Sintetizar hidrogeles de tipo salicilato a partir del mondémero, el
entrecruzaste (dimetacrilato de etilenglicol), iniciador (Azobisisobutinitrilo)

con cargado in situ de propranolol.
1.5.4. Caracterizar hidrogel por espectrofotometria de Infrarrojo (FTIR).

1.5.5. Estudiar el proceso de hinchamiento con respecto a las variaciones de
pH.

I.5.6. Estudiar el proceso de hidrolisis-liberacion de farmacos vy

cuantificacion por medio de cromatografia liquida de alta resolucién.

1.5.7. Evaluar la vialidad celular en células cancerigenas (HelLa, melanoma

B16F10) y no cancerigenas (fibroblasto 3t3).

1.5.8. Realizar pruebas de actividad antimicrobiana del sistema desarrollado

por método de placa vertida con extension de superficie.
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1.6. MARCO TEORICO
[.6.1.Monbmeros

Un mondmero se puede definir como una molécula de bajo peso molecular el cual
tiene la facilidad de unirse a otros mondmeros mediante de enlaces covalentes,
para dar lugar a moléculas de mayor tamafio denominadas polimeros mediante un

proceso denominado polimerizacién (Figura 1.) *2.

La clasificacion de los mondémeros se pueda dar de diversas maneras, estan
dependeran del tipo de polimero que puedan llegar a formar, en general los
monomeros se pueden clasificar en dos grupos, mondmeros naturales y
monomeros sintéticos. Los mondémeros naturales, como su nombre lo dice, son
todos aquellos que pueden encontrar de manera natural y no necesitan de un
proceso quimico para generarlos, algunos de los mas conocidos son la glucosa, el
almidon y la celulosa, dentro de esta clasificacion estdn los aminoacidos
(monémeros de las proteinas), nucleétidos (mondmeros de los acidos nucleicos),
entre otros. Los mondmeros sintéticos son aquellos que se obtienen mediante
reacciones quimicas, algunos ejemplos de mondémeros sintéticos son el eteno,

cloruro de vinilo, acrilamida y el polietileno 3.

H
HEC: CH C—~C
Ha
n
iniciador
estireno poliestireno

Figura 1. Polimerizacion de la molécula de estireno (Textos cientificos, 2013).
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[.6.2. Polimeros

Un polimero se define como una macromolécula formada a partir de la una union
repetida de una o varias moléculas por enlaces covalentes denominadas
mondmeros. Los mondmeros estan formados fundamentalmente por atomos de
carbono y pueden contener grupos laterales o radicales con uno o0 mas atomos.
Los polimeros se obtienen mediante un proceso denominado polimerizacion, en
este se produce la reaccion de miles de mondmeros generando una larga cadena

macromolecular 3.

Los polimeros pueden clasificarse de diferente manera, al igual que los
monomeros, los polimeros se clasifican en naturales y sintéticos. Los polimeros
naturales son todos aquellos que son generados por organismos vivos sin sufrir
alguna modificaciébn, como las proteinas utilizadas por las arafias para tejer su
telarafia, otros ejemplos son los polisacéaridos y el caucho natural. Los polimeros
sintéticos son aquellos obtenidos mediante métodos quimicos en ambientes
controlados para dar origen a una cadena larga de mondmeros. Otra manera de
clasificar los polimeros es por la estructura que presentan, las tres principales son,
estructura lineal (se repite el mismo tipo de union), ramificada (presencia de
cadenas laterales unidas a la cadena principal) y entrecruzada (union de dos

cadenas vecinas mediante un tipo de enlace) (Figura 2) **.

La administraciéon convencional de farmacos implica la administracion repetida de
un compuesto activo para mantener niveles terapéuticos en el cuerpo, esto puede
comprometer la eficacia del tratamiento y puede provocar efectos secundarios
debido a las dosis altas °. Por lo cual la investigacién farmacéutica en los tltimos
afos se ha inclinado a desarrollar nuevas variantes en la liberacion de farmacos
buscando la manera de controlar y dirigir su liberacién en sitios especificos de
accion, ya sea mejorando la forma farmacéutica o el mecanismo de accion por el
cual se liberara el farmaco, esto con el fin de mejorar la eficacia y reducir los
tiempos de tratamiento de los pacientes, ademas de aumentar los niveles de
farmaco en sangre, reducir dosis y brindar nuevas alternativas de tratamientos

frente a diversas enfermedades .

Pagina | 19



Dentro de la industria farmacéutica la utilizacion de polimeros ha tenido un gran
auge, debido a que con estos se pueden generar materiales inteligentes los cuales
presentan caracteristicas ideales para una mejor liberacion de farmaco. Desde el
siglo XX se ha estudiado la funcionalidad que podrian presentar algunos
polimeros, ya que en su mayoria tienden a presentar caracteristicas que en
conjunto indican que la utilizacion de estructuras poliméricas como sistema
inteligente de administracion y liberacién de farmaco es factible. Sin embargo se
han encontrado limitaciones en el uso de polimeros como sistema de liberacion de
farmacos, ya que algunos de los polimeros estudiados presentan una alta

toxicidad en células, haciendo imposible la utilizacion de algunos de ellos ®*°.

A raiz de estas limitaciones se empezaron a realizar estudios con polimeros
biodegradables y biocompatibles los cuales presentan las mismas caracteristicas,
pero con la diferencia de no presentar toxicidad ante las células®. La utilizacién de
polimeros naturales como proteinas y carbohidratos sobre polimeros sintéticos
como precursores primarios para desarrollar materiales inteligentes ha sido de
gran interés. Cuando se utilizan materiales naturales para la sintesis de
estructuras poliméricas, estan presentas dos principales ventajes las cuales las
hacen idéneas para su utilizacion, una de ellas es una alta biocompatibilidad con
el cuerpo, evitando algun tipo de rechazo, ademas presentan una baja toxicidad a
nivel celular, ya que en varios estudios realizados, se demuestra que al incluir

polimeros naturales la viabilidad celular se aumenta considerablemente *’.

En los dltimos afios se han utilizado diferentes polimeros tanto naturales y
sintéticos para generar sistemas inteligentes de liberacion de farmacos, debido a
las propiedades fisicoquimicas que puedan llegar a presentar. Una de las
propiedades mas relevantes de los polimeros es la reaccion ante estimulos
externos como pH y temperatura, lo cual ha generado diversos estudios de
hidrolisis-liberaciéon de farmacos a nivel mundial, dando resultados positivos,
indicando que la utilizacién de polimeros es factible. Dando lugar a la generacion

de los llamados polimeros profarmacos *°.
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Figura 2. Tipos de estructura que presentan los polimeros (Carrasquera, 2004).

1.6.3. Polimeros profarmacos

Para llegar a comprender o darle un significado al término polimero profarmaco,
primero se debe definir que es un profarmaco. El término profarmaco fue descrito
por primera vez en 1958 por Adrian Albert, el cual lo define como un “producto
inactivo que puede convertirse en activo mediante una reaccion metabdlica”, en
términos farmacolOgicos se puede interpretar que los profarmacos son agentes
terapéuticos que no presentan alguna actividad farmacolégica en su estado
normal, pero al estar en contacto con un estimulo estos se transforman y

desencadenan un efecto farmacoldgico 2.

Los profarmacos se clasifican en dos tipos, uno de ellos son “profarmacos unidos
a transportadores”, estos deben cumplir una serie de requisitos los cuales los

hacen ser efectivos, algunos de estos requisitos son:
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e La union entre el farmaco y el transportador debe estar dada mediante un
enlace covalente.

e El profarmaco disefiado no debe presentar actividad farmacologica.

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

e El profarmaco no debe de presentar toxicidad.

e La liberacion de farmaco debe ser rapida en el lugar de accion para evitar

algun metabolismo alterno.

Otro tipo de profarmacos los denominados “profarmacos bioprecursores”, estos
resultan de la modificacion de la estructura molecular del farmaco y necesitan de
una activacion metabdlica por parte del organismo (oxidacién o reduccion) para
gue este se presente en su forma activa, un ejemplo muy conocido de este tipo de

profarmaco es el omeprazol *2.

Tomando en cuenta lo comentado anteriormente, un polimero profarmaco se
puede definir como “un material con propiedades poliméricas capaz de fungir
como una matriz transportadora de farmacos, que al entrar en contacto con un
estimulo fisioldgico liberara el farmaco en el sitio de accién ideal”, facilitando su

proceso de liberacion y absorcién *°.

Por ejemplo, se ha estudiado previamente el profarmaco polimérico de acido
salicilico, mejor conocido como poli(MAOB), dicho profarmaco polimérico es
sintetizado a través de su monémero de MAOB (acido metacriloiloxi-o-benzoico),
el cual presenta diversas caracteristicas, una de las mas importantes es que
gracias a su estructura puede ser cargado facilmente en diversas matrices las
cuales fungen como un medio transporte para generar una liberaciéon dirigida.
Como se comento, este polimero tiene la ventaja de ser un profarmaco, el cual al
entrar en contacto con condiciones ideales entra en un proceso de hidrélisis
liberando el &cido salicilico como producto, el cual puede ser utilizado como
profilactico para procesos inflamatorios y prevenir la colonizacion de bacterias en
cirugias estéticas. Asi mismo, dicho polimero se ha utilizado para cargar

dispositivos médicos e implantes de senos (siliconas) 2.
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1.6.4. Hidrogeles

Dentro de los materiales poliméricos inteligentes se encuentran los hidrogeles se
pueden definir como materiales poliméricos que presentan en su estructura redes
tridimensionales formadas a partir de la unién de uno o mas polimeros °. Los
hidrogeles al igual que los polimeros, se han sintetizado a partir de polimeros
naturales o la combinacion de polimeros sintéticos con naturales, estas sintesis
reciben una atencion mayor a nivel cientifico ya que los hidrogeles presentan una
similitud muy alta con los tejidos vivos en términos de propiedades mecanicas,
porosidad y alto contenido de agua. Estas caracteristicas permiten que los
hidrogeles se acomoden, almacenen y luego liberen diversas sustancias, lo que

los convierten en materiales excelentes para una amplia gama de aplicaciones 2.

Los hidrogeles pueden clasificarse de diversas maneras, una de las clasificaciones
mas conocida es por el tipo de enlace que este puede llegar a presentar, ya que
de este dependera la estructura de la red tridimensional y la prevencion de la
disolucién de las cadenas hidrofilicas #*. Existen dos categorias en las cuales se

pueden clasificar segun su tipo de enlace (Figura 3):

e Hidrogeles fisicamente reticulados: Los hidrogeles de este tipo
experimentan una transicion de su estructura tridimensional estable a una
solucion de polimero. Los enlaces de la estructura se forman a partir de
fuerzas de atraccion no covalentes entre las cadenas poliméricas, como los

puentes de hidrogeno, interacciones hidrofobas y electrostéaticas.

e Hidrogeles quimicamente reticulados: Estos hidrogeles son
generalmente mas estables que los fisicamente reticulados, debido a que
su reticulacion estd dada por enlaces covalentes. La reticulacibn que
presentan estos hidrogeles son permanentes, a menos que se les

introduzcan intencionalmente enlaces quimicos labiles.
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a) Gel entrecruzado quimicamente b) Gel entrecruzado fisicamente

Figura 3. Diferencias entre un entrecruzamiento quimico y fisico (Escalona O, 2014).

También pueden clasificarse como hidrogeles estimulo-sensibles e hidrogeles
estimulo —no sensibles. Los hidrogeles estimulo-no sensibles, son materiales que
no presentan respuesta al estar expuesto a algun tipo de estimulo, estos
simplemente se hinchan por la absorcion de agua. Por otra parte, los hidrogeles
estimulo sensibles han sido denominados como “materiales inteligentes”, ya que al
estar en presencia de estimulos fisioldgicos o algun otro estimulo, tales como la
temperatura, el pH, luz y el campo eléctrico responden cambiando su grado de
hinchamiento (Figura 4). La respuesta a los diferentes estimulos ya mencionados,

dependera del tipo de monémero o polimero utilizado al momento de sintetizarlo
24

Estimulo

—)

Hidroge! colapsado
Hidrogel hinchado

Figura 4. Efecto producido de un estimulo sobre un hidrogel (Qureshi D, 2019).
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Los hidrogeles pueden llegar a tener una buena biocompatibilidad, una
biodegradacién deseable y una baja citotoxicidad en el cuerpo humano ’. Ademas,
se ha demostrado que los hidrogeles al igual que los polimeros tienen la
capacidad de presentar respuesta a estimulos fisicos y quimicos de los cuales
destacan la temperatura, luz, pH y en algunos casos los campos magnéticos.
Gracias a estas caracteristicas los hidrogeles se han tomado una gran relevancia,
y se han aplicado a diversos campos, como la industria farmacéutica, medicina,
ingenieria de tejidos y cosmeéticos, ya que sus propiedades brindan nuevas

alternativas en todas estas areas 2°.

Gracias a estas caracteristicas los hidrogeles se han estudiado desde hace dos
décadas, centrandose principalmente en hidrogeles sensibles al pH. El uso de
estos hidrogeles ha tenido una prevalencia a nivel farmacéutico, donde su
principal uso ha sido la administracion de farmacos debido a su capacidad de
respuesta a los cambios de pH en situaciones corporales alteradas, asi como en

condiciones corporales normales ?°.

A nivel farmacéutico los hidrogeles han llamado la atencién los ultimos afos, ya
gue gracias a sus propiedades y a su estructura porosa, estos pueden ser
cargados facilmente con algun farmaco de interés, y gracias a la capacidad de
absorcion de agua, estos garantizan la difusion atil del farmaco, ademas se ha
demostrado que al utilizarlos como una matriz de transporte, se genera un sistema
dirigido, ya que gracias a la respuesta a estimulos fisiolégicos especificos su
liberacion se da en el sitio idéneo de accion. Cumpliendo asi una de las metas
principales en la medicina moderna, que es disefiar sistemas inteligentes de
administracion de farmacos o por sus siglas en ingles DDS (Drug Delivery

Sistems) %°.

Sin embargo los hidrogeles suelen presentar algunas desventajas que limitan su
uso, una de las desventajas mas importantes es la limitacion de farmacos que
pueden ser cargados o transportados, debido a la polaridad o cargas idnicas que
presentan algunos farmacos en su estructura. Ademas se ha reportado que

algunos hidrogeles a pesar de tener una buena biocompatibilidad, su degradacién
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es muy lenta o nula lo cual puede generar problemas de liberacion y por ende
problemas de absorcion de farmacos. Por lo que dentro de la comunidad cientifica
se han sintetizado distintos hidrogeles con diferentes polimeros para mitigar o
eliminar algunas de estas desventajas.

1.6.4.1. Aplicaciones de los hidrogeles

En la actualidad se han reportado diversas aplicaciones clinicas de los hidrogeles,
de los cuales destacan:

1.6.4.1.1. Problemas oculares

Las enfermedades oculares presentan una alta incidencia a nivel mundial,
afectando directamente la vision y la calidad de vida de las personas que las
padecen. Existen diversos tratamientos para tratamientos para tratar las diferentes
enfermedades que puedan llegar a presentarse, sin embargo los 0jos son un
organo bastante complejo, ya que este presenta barreras anatoémicas Yy fisiol6gicas
(Figura 5) que limitan la eficacia de los tratamientos existentes. Debido a esto se
ha buscado disefiar nuevas formas de administracion de farmacos oftalmicos que
favorezcan y mejoren la eficacia del tratamiento ’.

Figura 5. Esquema de la anatomia del ojo (Torres-Luna C, 2020).
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Dentro de la investigacion para el desarrollo de nuevos sistemas de administracion
de farmacos oftalmicos estan los hidrogeles, ya que estos ofrecen varias ventajas
en comparacion con los métodos de dosificacion existentes. Estudios han
demostrado que los hidrogeles aumentan el tiempo de residencia de los
ingredientes activos y resisten el aclaramiento de las formulaciones oftalmicas

provocadas por el parpadeo '

En la actualidad existen productos comerciales que utilizan hidrogeles para
aplicaciones oftalmicas, un ejemplo de ellos son lentes de contacto blandas
correctivas, lentes intraoculares plegables, o vehiculos gelificantes in situ para la

administracion de farmacos oftalmicos 2’

1.6.4.1.2. Infecciones vaginales

Las infecciones vaginales se han considerado un problema de salud publica
debido a su alta prevalencia en mujeres adultas (Figura 6), estas representan el
70% de las quejas y la demanda de consulta médica. Las manifestaciones clinicas
se asocian a inflamacion, que conllevan a la aparicion de diversas molestias, entre
ellas se encuentra el prurito, secreciones, dolor al orinar y/o durante la actividad

sexual, afectando asi la calidad de vida de las mujeres %

Tricomoniasis
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¢ ®
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Cadidiases

. :

Figura 6. Infecciones vaginales mas comunes (Martins dos Santos A, 2020).
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La vagina ha sido ampliamente estudiada en los udltimos afios como una via
alterna de administracién de farmacos, debido a grandes ventajas que esta puede
llegar a presentar, como su gran superficie de contacto, buena permeabilidad y su
alta vascularizacién, ademas de superar problemas de metabolismo como el
efecto de primer paso y degradacion gastrointestinal. Debido a estas ventajas se
propone como una via de administracion idonea para tratamientos de diferentes
patologias como infecciones vaginales, vaginitis atrofica, lesiones neoplasicas asi

como para el uso de anticonceptivos %.

Los hidrogeles tienen potencial de aplicacion vaginal, ya que estos favorecen la
permanencia de la formulacion sobre la mucosa vaginal, permitiendo reducir las
dosis y por tanto, una mayor eficacia terapéutica, en relacion a las formas
farmacéuticas convencionales. Ademas los hidrogeles ofrecen un sistema
controlado de farmacos, derivado de las propiedades poliméricas del material
utilizado. Entre varios materiales poliméricos, los polimeros con propiedades
mucoadhesivas y de respuesta térmica han generado gran atencién para la

administracion de farmacos por via vaginal 2.

1.6.4.1.3. Aplicaciones topicas

La administracion local de farmacos ha sido un campo central dentro del area de
la biomedicina, cuyo desarrollo promete grandes avances para la salud humana.
Este tipo de administracibn comprende una gran variedad de sistemas y
formulaciones, las cuales tienen como objetivo el transportar farmacos al sitio de
accion deseado, brindando un efecto terapéutico mayor, aumentando su

biodisponibilidad y disminuyendo sus efectos secundarios %°.

Dentro de esto campo los hidrogeles han tomado una gran importancia, debido a
su similitud con los tejidos humanos, que cargados con algun farmaco de interés,
estos pueden facilitar su administracion. Una de las aplicaciones que se le ha
dado a los hidrogeles es que funjan como apésitos para heridas (Figura 7), se ha
demostrado que los apositos de hidrogel son excelentes materiales, ya que
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hidratan naturalmente la piel y mantienen la zona de la herida humeda, lo que
genera una aceleracibn en el proceso de cicatrizacién, calma y enfria las

quemaduras y reduce el dolor y la inflamacién. Los hidrogeles pueden ser

cargados con antibidticos y agentes antiinflamatorios, colocandolos directamente
30,31

en la herida, reduciendo el riesgo de infeccion

Figura 7. Apésito a base de hidrogel para el tratamiento de quemaduras (IES Medical,
2018).

Las caracteristicas que deben cumplir los hidrogeles para ser destinados a
aplicaciones topicas incluyen: una alta biocompatibilidad, gran capacidad de
carga, una buena adherencia a la piel y una estabilidad mecéanica suficiente para
facilitar su eliminacion. Ademas no deben de interferir con el crecimiento celular y

la formacién de nuevos tejidos *°.

1.6.4.1.4. Terapia contra el cancer
El cancer es la enfermedad mas prevalente y con la tasa de mortalidad mas alta a
nivel mundial, a través de los afios se ha buscado disefiar diversos tratamientos
los cuales ayuden a combatir y aumentar los casos de recuperaciéon total. Los
tratamientos actuales ayudan a reducir el indice de mortalidad, sin embargo la
mayoria de los tratamiento suelen ser bastantes costosos, ademas de generar

diversos efectos adversos, un ejemplo de ellos son las quimioterapias .
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En los ultimos afos se ha reportado un aumento en el cancer de piel, el cual se
puede definir como un tumor maligno derivado de los melanocitos y las células
névicas. Este cancer se puede presentar en piel, mucosa, en toda region
anatdmica que presente melanocitos tales como cavidad bucal, ojo, ano o

genitales 3.

A raiz de estas complicaciones con los tratamientos existentes, se ha buscado
disefiar tratamientos con un costo accesible y que no genere efectos adversos,
ademas de que este sea mas comodo para el paciente y tenga una mejor calidad
de vida. Dentro de estas investigaciones se ha propuesto el uso de hidrogeles
como sistema inteligente de liberacién de farmacos anticancerigenos, debido a su
capacidad de generar una liberacién especifica de farmaco y asi disminuir dosis,

durabilidad y aumentar la eficacia de los tratamientos 332,

1.6.5. Propranolol

El propranolol (Figura 8) es un medicamento antihipertensivo, actia como
antagonista competitivo en los receptores beta adrenérgicos (R, y R,). Ademas de
su uso contra la hipertension, este es utilizado para tratar diversas enfermedades
como feocromocitoma subadrtica hipertréfica (enfermedad del corazén), anginas,
dolores de cabeza por migrafia y mejorar la supervivencia después de sufrir un
infarto. Funciona relajando los vasos sanguineos y reduciendo el ritmo cardiaco

mejorando el flujo de sangre a través del cuerpo y disminuyendo la presion arterial
34

Estudios han indicado que el uso de propranolol en el tratamiento de
hemangiomas puede ser una alternativa eficaz y segura, ya que este genera una
vasoconstriccion, induce la apoptosis de células endoteliales modificando la
expresion de los genes del factor de crecimiento vascular endotelial y del factor de
crecimiento fibroblastico basico. Los pacientes tratados con este medicamento han

tenido un impacto positivo, presentando mejoras notorias >°.
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Figura 8. Estructura de propranolol (Stabilis, 2022).

1.6.6. Acido salicilico
El &cido salicilico (acido 2-hidroxibenzoico) recibe su nombre de Salix, que es la
denominacion latina del sauce, del cual fue aislado de su corteza por primera vez
(Figura 9). Es un solido incoloro que suele presentarse en cristales en forma de
agua. Es un acido organico débil, que presenta caracteristicas antiinflamatorias,
pero debido a que su uso directo provoca irritaciones estomacales no se aplica
como tal, sino en forma de sus derivados, siendo los mas conocidos el &cido

acetilsalicilico (Aspirina) y el salicilato de metilo *°.

O OH

OH

Figura 9. Estructura de acido salicilico (Benjah, 2007).

El &cido salicilico presenta diversas propiedades farmacologicas y medicinales,

una de las méas conocidas es su efecto antipirético (alivio contra la fiebre), sin
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embargo, a través de los afios se han descubierto otras propiedades terapeuticas
tales como antiséptico bucal, ya que restituye el acido protector de las mucosas

ejerciendo un efecto antiséptico %37

Otra caracteristica del que presenta el &cido salicilico es su efecto queratolitico, el
cual es utilizado para eliminar y prevenir la aparicion de espinillas y otras manchas
de la piel en personas con acné. El acido salicilico también es utilizado para tratar
enfermedades de la piel que se caracterizan por descamacion o crecimiento
excesivo de las células cutaneas, como psoriasis, ictiosis, caspa, callos y verrugas

en manos y pies %%,

Dentro de las aplicaciones tépicas del acido salicilico, se ha reportado que gracias
a su efecto queratolitico se puede utilizar para enfermedades especificas de la
piel, tales como los hemangiomas de tipo verrugoso, los cuales se han tratado con
una pomada de acido salicilico al 3%, en conjunto con una pomada de halobetasol
al 0.05%. Los resultados obtenidos de esta investigacion fueron prometedores, ya
que el acido salicilico facilita la descamacion de la parte superior del hemangioma
(parte verrugosa), ayudando a mejorar el efecto del halobetasol lo cual a su vez
disminuye el area afectada, el sangrado durante la cirugia y obtener mejores

resultados cosméticos 8.

1.6.7. Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo es un tipo de espectroscopia vibracional que mide
la absorcién de radiacion infrarroja presente en una muestra y proporciona
informacion sobre los grupos funcionales que la componen. Se fundamenta en la
interaccion de la materia con la radiacion, dicha interaccidbn provoca procesos
como la absorcion o la difusion. Cuando una molécula emite un foton, su estado
energético cambia, manifestdndose como un cambio en la energia traslacional de

la molécula, y como un cambio en su estado electrénico vibracional o rotacional.

Pagina | 32



La frecuencia de la vibracion depende de la masa de los atomos. Entre mas
pesado sea un atomo su vibracion sera mas lenta. También dependera del tipo de
enlace que presente la molécula, los dobles enlaces son mas fuertes que los
enlaces sencillos, por lo cual los dobles enlacen vibran a una frecuencia mas alta,
existen otro tipo de enlace mas fuertes, como es el caso de los enlaces O-H y N-
H, por o que al igual que los dobles vibran a una frecuencia méas alta. La
frecuencia e intensidad de los distintos modos de vibracion es sensible a la
estructura quimica y fisica de cada molécula. Para cada molécula dada, su
espectro de absorcion/emision constituye una “huella” de la misma, por lo tanto, la
espectroscopia de infrarrojo se aplica para la identificacion de polimeros. Un
espectro de infrarrojo (Figura 10) tiene como ordenada la transmitancia y como

abscisa el nimero de onda (¢cm™1) *.

LE e e

Transmitancia (u.a.)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 10. Ejemplo representativo de espectroscopia de infrarrojo (Disefio propio).

1.6.8. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (Figura 11) se desarroll6 a

finales de los afos cuarenta con el fin de estudiar los nucleos atémicos, fue hasta
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1951 donde se descubrido que la espectroscopia de RMN podia utilizarse para
determinar las estructuras de los compuestos orgénicos, esta técnica solo puede
utilizarse para nucleos atémicos con un numero impar de protones o neutrones.
Los atomos de hidrogeno, carbono, flior y fosforo son los Unicos que son
magnéticamente activos, es decir poseen espin y un movimiento de electrones, ya
que sus nudcleos presentan carga positiva y poseen movimiento de rotacion sobre

un eje que provoca un comportamiento tipo iman.

Cuando una muestra se encuentra en ausencia de un campo magnético, los
espines se orientan al azar, pero cuando esta es sometida a un campo magnético
sus nucleos con espin positivo se orientan en la misma direccion del campo, a
este estado se le denomina espin a, a su vez existen nlcleos con carga negativa,
estos se orientan en direccion opuesta al campo magnético, este este estado se
denomina espin B. Una vez que los nucleos vuelven a su estado inicial emiten
sefales cuya frecuencia dependera de la diferencia de energia entre los estados
de espin a y B. El espectrometro de RMN detecta la sefial emitida y las registra

como una gréfica de frecuencias frente a intensidad, llamado espectro de RMN “°.

Espectro de
Tubo con RMN pe= .

muostra

———a
-
U —— J [

i —

oetectorn y
amplificador [eneracor de
radiofrecuencia y
ordonador

Iman
superconductor | -

Figura 11. Esquema de los principales componentes de un espectrometro de RMN
(Fundamentos de quimica organica, 2007).

[.6.9. Termogravimetria (TGA)
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La termogravimetria (Figura 12) forma parte de un conjunto de analisis térmicos
que se han desarrollado para identificar y medir los cambios fisicos y quimicos que
puedan presentar los materiales cuando son expuestos a variaciones controladas
de temperatura. Este analisis se utiliza para el estudio de las reacciones primarias
en la descomposicion de materiales soélidos y liquidos, ademas se analizan
procesos de desorcion, adsorcidbn y reacciones de descomposicion en un

ambiente de gas inerte o en presencia de oxigeno.

Bandea de

referencla

Micro Balance

Gasen

equibno

Gas de
reaccion

Partamuestras
homo

Camisa de
u-'nﬂerav won -

(e agua

Purga de gas
Figura 12. Fundamento del andlisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico consiste en registrar la variacion de la masa del
material expuesto conforme varia la temperatura a una tasa térmica constante
(cambio de temperatura lineal). Como resultado se obtienen datos de cambio de
masa con respecto a la temperatura o al tiempo y un termograma (Figura 13) que
representa graficamente las variaciones de masa. Esta técnica es utilizada para la
caracterizacion cuantitativa y caracterizacion cinética de polimeros, carbén y

arcillas, entre otros materiales **.
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Standard TGA Ramp vs Hi-Res TGA Ramp
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Figura 13. Ejemplo de gréafico obtenido después de un estudio de termogravimetria
(Waters, 2022).

1.6.10. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
La microscopia electronica de barrido o SEM (Scanning Electron Microscopy) es
una técnica de obtencion de imagenes (Figura 14) utilizada en la investigacion de
materiales, debido a su alta resolucion y capacidades de analizar caracteristicas

morfoldgicas, estructurales y quimicas de las muestras en estudio 2.

Figura 14. Fibras de Lycra vistas por SEM (Museum of Applied Arts & Sciences, 2019).

El microscopio esta equipado con diferentes detectores, de los cuales destacan el
detector de electrones secundarios para obtener imagenes de alta resolucion SEI

(Secundary Electron Imagen), un detector de electrones retrodispersados con el
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cual se obtienen imagenes de composicion y topografia de la superficie BEI
(Backscattered Electron Imagen) y un detector de energia dispersa EDS (Energy
Dispersive Spectrometer), este perite colectar los Rayos X generados por la
muestra y realizar diversos analisis semicuantitativos y de distribucion de
elementos en la superficie (Figura 15). Unas de las principales utilidades que
presenta esta microscopia son la alta resolucion de imagenes, la gran profundidad
de campo que da una apariencia tridimensional y la sencilla preparacién de las

muestras *.

Haz de
electrones

2
¥

Lente
condensador

Generador

de barrido Deflector

del haz

Lente
objetivo

Brazo de
soporte de
A muestra

Pancalla fluorescente Detector

Figura 15. Esquema de un microscopio electronico de barrido (EcuRed, 2013).

1.6.11. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC)

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién o HPLC por sus siglas en inglés
(High Performance Liquid Chromatography) es una técnica de separacion de
compuestos. Esta técnica como las diferentes técnicas cromatografias existentes,
se fundamenta en la separacion de compuestos en una muestra mediante la
utilizaciébn de una fase estacionaria y una fase movil, especificamente es una
cromatografia en columna, en esta la que la fase movil circula a través de la
columna (fase estacionaria) a una presion determinada. Se compone de al menos
5 moédulos (Figura 16), esto dependera de las funciones que se requieran realizar,

cuenta con un sistema de bombeo (una o varias bombas, con o sin formacién de
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gradientes), inyector de muestras (manual o automatico), médulo para columna,
un médulo de deteccion (uno o mas detectores) y un sistema de procesamientos
de datos, el cual emitirhd una representacion grafica denominada cromatograma
(Plou F, Torres P, n.d.)

Homo de

Regrstrador
termostatizacion

Integrador

Figura 16. Fundamento de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (Garcia A,
2016).

Actualmente la cromatografia de liquidos de alta resolucién es la mas utilizada a
nivel industrial e investigativo, ya que esta brinda una serie de ventajas que otras
cromatografias no presentan de las cuales destacan que es una técnica rapida,
requiere un volumen pequefio de muestra, automatizacion en la introduccion de
muestra, las columnas pueden reutilizarse y permite la separacién, identificacion y
cuantificacion de analitos (Figura 17). Debido a todas estas ventajas existen
diversas aplicaciones, algunas de las mas significativas son el analisis de

aminoécidos, proteinas, farmacos, drogas entre otras .

Pagina | 38



B Peaks
1 1. Aflatoxin B1 (Bza )
| 2. Aflatoxin Bz
I
| |
|
|
| 2
R II|||| I| |I
_______ffll ~ S e __J"Iq'\_ —
0.0 0!5. - I1?DI o I1?5I o IE?'DI - IEI.5I min

Figura 17. Ejemplo de un cromatograma obtenido a través de HPLC (Notijenck, 2008).

CAPITULO II. EXPERIMENTAL

II.1. Sintesis y caracterizacion de mondmero.

[1.L1.1. Sintesis de mondmero de &cido 2-metacriloiloxibenzoico (MAOB).

La sintesis del mondmero se realiz6 a través de una reaccion de esterificacion,
donde se lleva a cabo un atague nucleofilico por parte del oxigeno del grupo
hidroxilo del &cido salicilico, al carbonilo presente en el anhidrido metacrilico,
dando como resultado una sustitucién nucleofilica acilica exitosa, mediada por el
catalizador 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (Figura 18).
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Figura 18. Sintesis de acido 2-metacriloiloxibenzoico.

La sintesis del mondmero (acido 2-metacriloiloxibenzoico) se llevd a cabo
mediante la metodologia descrita en la literatura (Licea-Claverie et al., 2003), la

cual se describe a continuacion:

En un matraz bola de 100 mL se colocaron 6.91 g de acido salicilico, 0.49 g de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) con 20 mL de diclorometano y 8.42 mL de
trietilamina. Se coloc6 en agitacion constante dentro de un bafio de hielo (0°C),
hasta que todos los reactivos se encontraran completamente disueltos. Una vez
disueltos se agregaron 7.50 g de anhidrido metacrilico gota a gota con ayuda de
una bomba de adicion durante 3 horas, transcurrido el tiempo se dejo en agitacion
constante a temperatura ambiente durante 24 horas.

La solucién obtenida se transfirio a un vaso de precipitado de 250 mL, se coloco
en un bafio de hielo (0°C) y se acidifico con acido clorhidrico 3 N hasta alcanzar
un pH de 3. Se procedi6 a extraer el precipitado con éter etilico en un embudo de
separacion, la fase organica obtenida se traté con 20 mL de una solucién de acido
clorhidrico y 20 mL de agua destilada. La fase se lavd con sulfato de magnesio
anhidro, se filtr6 a vacio y se dejo cristalizar a temperatura ambiente durante 24

horas.

El sélido obtenido se lavd en tres ocasiones con 30 mL de agua destilada a
temperatura ambiente y 30 mL de agua destilada a 40°C, una vez terminado el
lavo se disolvié en hexano a 65°C, una vez disuelto se filtr6 a vacio y se dejé
recristalizar durante 24 horas, esto con el fin de obtener un monémero puro,
terminadas las 24 horas se seco a 40°C en una estufa de vacio hasta que el

monomero se encontraba completamente seco. Terminado el proceso de secado
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se procedido a resguardar en un vial de vidrio y se conservdé a temperatura

ambiente.

11.1.2. Caracterizacion del monémero

Al mondmero sintetizado se le realizaron tres pruebas para una correcta
caracterizacion, se realizdO una cromatografia en capa fina, esta con el fin de
evaluar y verificar la pureza del mondémero, en la cual se compar6é el monémero
obtenido contra un estandar de acido salicilico. También se realizé un estudio de
espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada en un intervalo de
450 — 4000 cm™, y una resonancia magnética nuclear de protén, todas las pruebas
fueron realizadas en la Universidad Autbnoma de Baja de California. Las

metodologias implementadas se explican a continuacion:

[1.1.2.1. Cromatografia de capa fina

Se prepar6 una fase movil la cual consistia en éter de acetato de etilo / hexano en
una proporcién 32:68. Se cortd una tira de placa cromatografica con unas
dimensiones de 2 cm x 4.5 cm, uva vez obtenida la placa se cargé con una
solucién estandar de &cido salicilico y el mondmero sintetizado. Posteriormente se
colocé la placa en una cadmara cromatografica con la fase movil y se dej6 durante
unos minutos. Una vez terminado el proceso se revelo con luz negra (UV) y se

realizaron los célculos correspondientes.

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

Se tomé una cantidad suficiente de monémero acido 2-metacriloiloxobenzoico y se
leyé en el espectrofotémetro de infrarrojo con ATR marca thermo scientific modelo
thermo Nicolet IS5.
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[1.1.2.3. Resonancia Magnética nuclear de proton

Se colocaron 25 mg del monémero sintetizado en un tubo de resonancia con 0.6
mL de cloroformo deuterado, se agito hasta que el mondmero estuviera
completamente disuelto. Una vez disuelto se procedio a colocar dentro del equipo

y se realizo el estudio correspondiente.

[I.2. Preparacion de hidrogeles de acido 2-metacriloiloxibenzoico (MAOB) -
Propranolol al 2.5%.

La preparacion de hidrogeles se realiz6 a partir del monémero sintetizado (MAOB),
mediante una reaccion de polimerizacién en disolucién via radicales libres. Los
hidrogeles se elaboraron en forma de lamina delgada (espacio equidistante entre

dos placas de vidrio).

Para llevar a cabo la reaccidn de sintesis de hidrogeles se utilizé dimetacrilato de
etilenglicol purificado (EGDMA) como agente entrecruzante, azobisisobutinitrilo
(AIBN) como iniciador de la reaccion y dimetil sulféxido (DMSO) como disolvente.
La metodologia utilizada se describe a continuacion:

[1.2.1. Preparacion de hidrogeles entre placas de vidrio.

En un matraz bola de 100 mL se agregdé 3.5 g de monémero (MAOB), 0.1 g de
Propranolol, 0.02 g de AIBN, 0.06 mL de EGDMA y 5 mL de DMSO, y se coloco

en agitacion constante hasta una completa disolucion de los reactivos.

La solucion obtenida se colocd con agitacion constante y se desgasifico durante
10 minutos con ayuda de nitrdgeno. Por otro lado, se colocé un espaciador de
plastico de 2 mm de diametro, entre dos placas de vidrio de 10 cm x 10 cm
ensambladas y ajustadas con pinzas de metal. Terminados los 10 minutos de
desgasificaciéon, con ayuda de una micropipeta de 1000 pL se colocé la solucion
obtenida dentro del molde de vidrio previamente preparado, se posiciond
verticalmente en una estufa bajo condiciones de atmdsfera inerte de nitrégeno a
60°C durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo, se extrajo el molde de la

estufa y se dej6 atemperar durante 5 minutos, posteriormente se extrajo el
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hidrogel formado cuidando de no generar fracturas durante el proceso. El hidrogel
obtenido se coloc6 dentro de un recristalizador de vidrio y se realizé un lavo con
suficiente metanol hasta cubrir completamente el hidrogel durante 5 minutos.
Finalmente se procedi6 a cortar el hidrogel en pequefios parches (rectangulos) de
2 cm x 1.5 cm de tamafio con ayuda de un cortador de metal, los hidrogeles
obtenidos se dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas y fueron
resguardados dentro de una bolsa de plastico.

Para realizar la prueba de viabilidad celular, se prepararon hidrogeles a diferentes
concentraciones, al 1 y 5%, estas preparaciones se llevaron a cabo con la misma
metodologia descrita previamente, ajustando las cantidades de mondmero y

propranolol.

I1.2.2. Caracterizacion por Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR).

Los hidrogeles sintetizados se caracterizaron por FTIR-ATR, a la par se analizaron
estandares de MAOB vy propranolol. Se tomé una cantidad suficiente de
monomero, propranolol e hidrogel y se leyd en el espectrofotometro de infrarrojo

con ATR marca thermo scientific modelo thermo Nicolet IS5.

I1.3. Estudio de hinchamiento

Para conocer los cambios en el grado de hinchamiento que presentan los
hidrogeles fabricados con el monémero de MAOB con respecto al pH, se llevaron
a cabo experimentos de hinchamiento en soluciones amortiguadoras pH= 5.5y

7.4, preparadas a base de fosfatos.

Para llevar a cabo esta prueba, se obtuvo previamente el peso de cada uno de los
hidrogeles secos. Posteriormente se coloco un parche del hidrogel en un vaso de
precipitado de 50 mL con 25 mL de medio, los medios utilizados en esta prueba

fueron, Buffer pH 5.5y 7.4, se realiz6 por triplicado a temperatura ambiente (25°C)
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y a 37°C (temperatura promedio en piel). Los tiempos de pesado fueron de 5, 15,
30, 45, 60, 120 minutos, una vez transcurridas las 2 horas se pesé cada dos horas
hasta cumplir 8 horas, posteriormente se pes6 cada 24 horas hasta cumplir 72
horas. Una vez terminado el estudio se procedio a retirar el hidrogel del medio y se

seco el excedente con cuidado de no generar algun dafio.

I1.4. Estudio de hidrdlisis — liberacion

Previo a los estudios de hidrolisis - liberacion, se estableci6 una curva de
calibracion para el éacido salicilico y propranolol. Esta se obtuvo mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR), cuyas lecturas se efectuaron

bajo las mismas condiciones cromatogréaficas que el estudio de liberacion.

La metodologia que se sigui6 para el estudio de hidrdlisis - liberacion fue la
siguiente: en un contenedor de vidrio se colocaron 10 mL de medio (pH=5.5y 7.4)
previamente atemperado a 37°C, se afiadié un parche de hidrogel y se colocé
dentro de un oscilador a una temperatura constante de 37°C a 100 rpm. Se
tomaron alicuotas de 1 mL del medio durante los siguientes intervalos: 30, 60,
120, 240, 360, 480, 1440, 2880, 4320 minutos. Las alicuotas tomadas se

analizaron por CLAR. Estos estudios se realizaron por triplicado.

[1.4.1. Cuantificacién de farmacos por Cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR)

Para la cuantificacion de muestras del estudio hidrdélisis- liberaciéon se desarroll6 el

siguiente método cromatogréfico:

11.4.1.1. Preparaciéon de fase mévil (Solucion A)

En un vaso de precipitado de 1000 mL se colocaron 13.3 g de fosfato monobasico
de sodio y 1000 mL de agua destilada con agitacion constante, una vez disuelto se
le agregaron 5 mL de trietlamina y se dej6 agitar por 10 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo se ajustd a un pH de 3.0 con &cido fosférico. Finalmente se
filtr6 y desgasificod durante 10 minutos y se colocO en un reservorio con capacidad
de 1000 mL.
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11.4.1.2. Preparacion de fase movil (Solucion B)

Se filtr6 y desgasificoO durante 10 minutos 1000 mL de Acetonitrilo grado HPLC.

Se coloco en un reservorio con capacidad de 1000 mL.

11.4.1.3. Condiciones cromatograficas

e Fase movil: Solucion A: Solucién B (70:30)

Columna: Supelco NUCLEOSIL 100-5C18, 150 x 4.6 mm, 5um
Temperatura de columna: 45°C

Flujo: 1.200 mL/min

Longitudes de onda: 235, 270, 280, 291 nm

Tiempo de corrida: 6 minutos

[1.5. Estudio de viabilidad celular.
Para llevar a cabo esta prueba se evaluaron 3 tipos de hidrogeles de MAOB —
Propranolol al 1, 2.5 y 5%, con la finalidad de observar si la concentracion de

Propranolol afectaba el crecimiento celular.

[1.5.1. Crecimiento de lineas celulares

En esta prueba se utilizaron 3 diferentes lineas celulares, HelLa, Fibroblastos 3T3

y Melanoma. Para las cuales se utilizé la siguiente metodologia:

1. Se retird un vial con células del tanque de nitrégeno y se dejo atemperar
durante unos minutos.

2. Posteriormente se colocaron las células dentro de un contenedor T25 con
capacidad de 30 mL con 3 mL de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium).

3. Finalmente se colocaron dentro de una incubadora a 37°C, 5% de CO,y se
dejaron durante 24 horas para verificar si las células se adhirieron al
contenedor.

4. Comprobada la adherencia de las células se estuvo cambiando el medio al
contenedor hasta obtener un nimero adecuado de células para llevar a

cabo las pruebas posteriores.
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[1.5.2. Estudio de citotoxicidad (conteo de células)

La metodologia que se describe a continuacion fue utilizada en las 3 lineas

celulares utilizadas:

1.

Se retird de la incubadora el contenedor T25 con células suficientes y se
retir6 el medio de DMEM. Se agregaron 3 mL de PBS para realizar un
lavado por un minuto y se retiré con ayuda de una bomba de vacio.

Se agreg6 1 mL de tripsina durante 3 minuto (se estuvo observando al
microscopio para evitar muerte celular).

Una vez transcurrido el tiempo con tripsina se adicionaron 3 mL de medio
DMEM, para neutralizar el efecto de la tripsina.

Posteriormente se tomé todo el liquido y se coloc6 dentro de un tubo conico
de 15 mL y se centrifugé a 4000 rpm durante 5 minutos. Una vez terminado
el tiempo se retird el medio y se dej6 el precipitado formado.

Al precipitado formado se le agregé 2 mL de medio y se homogeniz4. Una
vez homogenizado se tom6 10 pL del medio y se colocaron en una caja de
96 pocillos con 10 pL de azul de tripan y se mezclo.

Se tomaron 10 pL del mezclado y se colocaron en una camara de

Neubauer para realizar un conteo de células.

11.5.3. Estudio de citotoxicidad (Actividad metabdlica MTT)

En una caja de 96 pocillos se colocaron 100 puL de solucion madre de
células y 100 pL de medio DMEM en 12 pocillos. A la par en pocillos
diferentes se colocaron 200 pL de medio y se coloc6 un pedazo de hidrogel
a diferentes concentraciones (1, 2.5 y 5%), y se coloc6 dentro de una
incubadora a 37°C, 5% de CO», durante 24 horas.

Una vez transcurrido el tiempo se retird6 el medio de liberacion de los
hidrogeles y se resguardo en tubos eppendorf’s. Posteriormente se retiro el

medio de todos los pocillos.
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3. Se preparo por triplicado un control de células, a los cuales se les agrego
200 pL de medio DMEM. De igual manera por triplicado se colocé 100 uL
de medio de liberacion de los 3 tipos de hidrogeles en pocillos con células
y 100 pL de medio DMEM, se dej6 incubar durante 24 horas a 37°C, 5% de
CO..

4. Pasadas las 24 horas se retir6 el medio de todos los pocillos, y se le
agregaron 110 pL de una solucion 1:10 de reactivo de MTT, y se dejo
reposar durante 4 horas en una incubadora a 37°C, 5% de CO..

5. Transcurrido el tiempo, se agregaron 100 uL de reactivo revelador de MTT
y se deja reposar durante 12 horas.

6. Finalmente se leen las absorbancias de los pocillos a 3 diferentes
longitudes de ondas (405, 450 y 620 nm).

I1.6. Estudio de evaluacién de actividad antimicrobiana.
Para llevar a cabo este estudio, se prepararon dos diferentes medios de

cultivo, su preparacion se describe a continuacion:

11.6.1. Preparacion de medio Muller-Hinton.

1. En un matraz Erlenmeyer de 1000 mL con 750 mL de agua
purificada, se colocaron 28.5 g de agar Miller-Hinton hasta disolver.

2. Una vez disuelto, se coloca a fuego directo con ayuda de un
mechero meker, un soporte de hierro y una tela de asbesto, has que
ebulla.

3. La solucién obtenida se coloca dentr de un reservorio de vidrio con
capacidad de 1000 mL, y se coloca en autoclave durante 1 hora.

4. Transcurrido el tiempo, se deja atemperar y se coloca dentro de
cajas petri. Se deja gelificar durante unos minutos y finalmente se

colocan dentro de un refrigerador entre 2 — 8°C par su resguardo.
11.6.2. Preparacion de agar Infusion Cerebro — Corazon (BHI)

1. En un matraz Erlenmeyer de 500 mL se colocaron 3.7 g de BHI con

100 mL de agua purificada.
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2. Posteriormente se coloca a fuego directo hasta una completa
disolucion y ebullicion.

3. Una vez disuelto se procede a colocar 5 mL de la solucion obtenida
en tubos de ensayo con rosca. Posteriormente se colocan en
autoclave durante 1 hora.

4. Transcurrido el tiempo se dejan atemperar y se reguardan dento de

un refrigerados entre 2 — 8°C.

11.6.3. Estudio de actividad antimicrobiana.
Para llevar a cabo esta prueba se utilizaron dos bacterias diferentes, una bacteria
gram negativo (E.coli) y una gram positiva (S.aureus). A cotinuacion se describe la

metodologia utilizada para realizar la prueba:

Lo primero que se realizé fue la obtencion de un cultivo de 24 horas de
cada bacteria, por lo cual en una caja petri con agar Muller-Hinton se
siembra cada bacteria a evaluar, a través de la técnica de estriado multiple,
una vez terminado el sembrado se procede a colocar dentro de una
incubadora a 37°C durante 24 horas. Una vez transcurridas las 24 horas se
procedio a preparar diferentes estandares de cada bacteria en tubos con
agar BHI a una concentracion de 0.5 en la escala de McFarland. Las
muestras preparadas en los tubos fueron: un blanco de medio BHI, un
control positivo de bacterias, un control negativo de medio BHI con hidrogel
de MAOB - Propranolol, y un duplicado de medio BHI inoculado con
bacterias e hidrogel de MAOB — Propranolol.

Una vez obtenidos los tubos, se ley6 su absorbancia a una longitud de onda
de 600 nm al inicio del estudio, una vez obtenidas las absorbancias, se
colocaron dentro de una incubadora a 37°C durante 24 horas. Transcurridas
las 24 horas se leyeron las absorbancias de todas las muestras,
posteriormente se tomé 1 mL de muestra y se sembrd en una caja Petri con
agar Miller-Hinton con la técnica de extension con varilla codada, una vez

terminado el sembrado se colocaron dentro de una incubadora a 37°C

Pagina | 48



durante 24 horas. Finalmente se mide la inhibicidon de las muestras en caso

de presentar.

CAPITULO lll. RESULTADOS Y DISCUSIONES
[ll.1. Sintesis y caracterizacion de mondmero
[11.1.1. Sintesis de mondmero de acido 2-metacriloiloxibenzoico

Se obtuvo un mondémero en forma de polvo color blanco, dado a través de una
reaccion de esterificacion, donde se lleva a cabo un ataque nucleofilico por parte
del oxigeno del grupo hidroxilo del acido salicilico, al carbonilo presente en el
anhidrido metacrilico, dando como resultado una exitosa sustitucion nucleofilica
acilica, mediada por el catalizador utilizado en la reaccion (DMAP). El rendimiento

de reaccion obtenido fue de 86.95%.

I11.2. Caracterizacion de mondmero de acido 2-metacriloiloxibenzoico
I11.2.1. Cromatografia de capa fina.

Una vez transcurrido el tiempo necesario para que el solvente separara los
compuestos se dej6 secar la placa por unos minutos, posteriormente con ayuda de
una luz negra (UV), se revelo la placa. Como podemos observar en la imagen,
existe la presencia de dos puntos, en el punto A se encuentra una muestra
estandar de &cido salicilico, en el punto identificado con la letra B se encuentra el

mondmero de MAOB sintetizado (Figura 19).

Figura 19. Resultado de cromatografia en capa fina.
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Se procedio a calcular el factor de retencién de cada muestra a traves de la

siguiente formula:

Rf = Distancia recorrida de la mustra/ ] ] )
Distancia recorrida del solvente

Rfa= 22M/sy . =0.64

En relacion a su factor de retencion, se puede notar que existe una diferencia
minima entre la muestra estandar de acido salicilico (0.64) y el monémero de
MAOB (0.51), esta diferencia se atribuye a su composicién estructural, ya que la
estructura del monémero de MAOB es mas grande a la estructura del acido

salicilico, por ende, el desplazamiento del monémero sera mas lento.

l11.2.2. Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR).

A continuacion, se muestra una tabla con los grupos funcionales caracteristicos en

el mondmero de MAOB:
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Tabla I. Grupos funcionales caracteristicos en el monémero de MAOB.

Aromatico (=C-H) 3150 — 3050

Alquenos (C=H) 3000 — 2850

Acido Carboxilico (O-H) 3400 — 2400

Bandas de combinacion  (O- 2000 - 1800

SUST)

Ester (C=0) 1750 - 1730

Acido Carboxilico (C=0) 1725 - 1700

Vinilico (C=C) 1600 — 1475

Ester (C-O) 1300 - 1000
Aromatico (C-H) 900 - 690

El espectro de infrarrojo del monémero de MAOB sintetizado (Figura 20), presenta
bandas caracteristicas, a 3234.80 cm™ se observa una sefial con intensidad baja
asociada al estiramiento =C-H del anillo aroméatico presente en la estructura, a
2974.12 cm™ se presenta una sefial de intensidad baja asociada al estiramiento C-
H (alifatico), a 2664.14 cm™ se observa una sefial con intensidad baja asociada al
estiramiento O-H del 4cido carboxilico, a 1733.94 cm™ se observa una banda de
intensidad fuerte asociada al estiramiento del enlace C=0 (correspondiente al
Ester), a 1697.84 cm™ se presenta una banda de intensidad fuerte asociada al
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estiramiento C=0O (correspondiente al acido carboxilico), a 1636.87 cm™ se
observa una banda de intensidad baja asignada al estiramiento C=C
(correspondiente al enlace vinilico), entre los 1300 y 1000 cm™ se presentan
bandas de intensidad media a fuerte asociadas a las vibraciones C-O
(correspondientes al Ester), finalmente a 749.04 cm™ se observa una banda de

intensidad fuerte asociada al estiramiento C-H presente en los anillos substituidos.

M|
{

Figura 20. Espectro de infrarrojo de monémero de MAOB.
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111.2.3. Resonancia magnética nuclear de protén (RMN-H?)
Spactrum

Data saved in "c\projects\data\2021\06\01\132315-1D PROTC

Amplitude

Figura 21. Espectro de RMN-'H del monémero de MAOB.

El espectro obtenido en la resonancia magnética nuclear de proton (Figura 21), se
pueden identificar los protones hidrogeno presentes en la estructura de la
molécula del monémero de MAOB, a 2.15 ppm se observa un singulete que
integra para los tres protones metilicos, entre 5 y 6 ppm se observan dos
singuletes que integran para los dos protones vinilicos, entre 7 y 8.5 ppm se
observan una serie de sefiales que integran para los protones presentes en el
anillo aromatico, finalmente a 9.34 ppm se observa un singulete que integra para

el protdn del acido carboxilico presente en la molécula.

[11.3. Preparacion de hidrogeles de acido 2-metacriloiloxibenzoico (MAOB-
Propranolol).

Una vez sintetizado y caracterizado el monémero de MAOB, se procedié a
preparar los hidrogeles, mediante el método de polimerizacién via radicales libres
(Figura 22). Las primeras formulaciones de hidrogeles se realizaron solo con
cargado in situ del monémero, para un posterior cargado de propranolol mediante

el método de relajacion o apertura de las cadenas poliméricas del hidrogel. La cual
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consistid en colocar dentro de una solucion de cargado de propranolol a una
concentracion de 0.04 mg/mL el hidrogel con cargado in situ de monoémero
durante 24 horas. Sin embargo, se tuvieron problemas al llevar a cabo esta
metodologia, debido a que al exponer el hidrogel a la solucion de cargado, el
monomero se hidroliza y libera &cido salicilico a la solucion, dificultando el cargado
de propranolol en el hidrogel, por lo cual se tomé la decisiébn de realizar otra

metodologia para el cargado de propranolol.

MyC . CH, HyG

H ' | R Myt

l ' - oM EGDMA/ATBN/DMSO o X
/ -

) [ } ‘
0 N\ | ‘ Tef 24 1 , / PN
N C

MAOB (mondmern) Propranalol Hidrogel

Figura 22. Esquema representativo de sintesis de hidrogeles de MAOB —
Propranolol 5%.

Para las proximas sintesis de hidrogeles se propuso la incorporacién de
propranolol de manera in situ durante el proceso de gelificacion. En el cual se
disminuy6 la cantidad de mondémero proporcional a la cantidad de propranolol a
adicionar, manteniendo las mismas condiciones y concentraciones de iniciador,
entrecruzante y disolvente. Bajo estas condiciones se logré obtener de manera
exitosa un hidrogel cargado de manera in situ de mondémero de MAOB vy
propranolol. El hidrogel que se obtuvo presentaba una consistencia caracteristica
pero débil, ya que al tratar de separarlo de las placas silanizadas, este sufria de
pequefias fracturas en el perimetro, ademas de presentar cierta adherencia a
dichas placas. Después del lavado con metanol y un reposo de 1 semana, el
hidrogel se torn0 de una consistencia mas rigida, teniendo una apariencia

traslucida.
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[11.3.1. Caracterizacion por Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia
total atenuada (FTIR-ATR).

Para llevar a cabo esta prueba se coloc6 una pequefia parte del hidrogel
sintetizado en el equipo (thermo scientific modelo thermo Nicolet IS5), en el cual

se obtuvo el siguiente espectro (Figura 23):

W]
S VE Y

Figura 23. Espectro de infrarrojo de hidrogel de MAOB — Propranolol 0.5%.

Una de las primeras sefiales es aparecer es a 2922.26 cm™ donde se observa una
sefial de intensidad baja perteneciente al estiramiento C-H (alifatico), a 1704.73
cm™ se observa una sefial de intensidad fuerte asociada a la vibracion del
estiramiento C=0 (4cido carboxilico), a 1605.04 cm™ una sefial de intensidad
media asignada al estiramiento C=C (aromaético), entre 1300 — 1000 cm™ se
observan sefiales de intensidad fuerte asociadas al estiramiento C-O (Ester),
finalmente a 746.89 cm™ se observa una sefial de intensidad fuerte, que se asigné
al estiramiento C-H, encontradas comunmente en los anillos aromaticos

substituidos.
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A la par se obtuvo el espectro de infrarrojo del propranolol (Figura 24) utilizado en
la formulacion del hidrogel, con el fin de corroborar las bandas caracteristicas

presentes en su estructura:

Figura 24. Espectro de infrarrojo de estandar de propranolol.

A 3280 cm™ se observa una banda de intensidad baja asociada al estiramiento —
N-H (amina secundaria), a 3275.99 cm™ se observa una banda de intensidad
media asociada al estiramiento O-H, a 2964.86 cm™ se observa una banda de
intensidad media asociada al estiramiento C-H, a 1579.30 cm™ se observa una
banda de intensidad media asociada al estiramiento C=C (aromatico), a 1240.58
se observa una banda de intensidad media asociada al estiramiento asimétrico del
arilo 0-CH2, a 79.84 cm™ se observa una banda de intensidad media asociada al

naftaleno alfa-sustituido.

[11.3.2. Comparacion de espectros de infrarrojo de monémero de MAOB,
propranolol e hidrogeles de MAOB-Propranolol.

Una vez obtenido los espectros de infrarrojo de cada material por separado, se
realiz6 una comparacién de las sustancias puras utilizadas en la sintesis del

hidrogel (MAOB, Propranolol) con el hidrogel sintetizado, con el fin de caracterizar

Pagina | 56



ciertos grupos funcionales que puedan estar presenta en la estructura del hidrogel,

se obtuvo el siguiente grafico (Figura 25):

MAOB

Transmitancia (u.a.)

Hidrogel MAOB - Propranolo

) I d 1 y 1 y | y I J 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 25. Gréfico comparativo de MAOB, Propranolol e Hidrogeles de MAOB —
Propranolol 0.5%.

Como podemos observar en el grafico, ambas sustancias puras (MAOB vy
Propranolol), presentas bandas caracteristicas en longitudes de ondas similares,
por lo cual hace dificil la deteccién de bandas caracteristicas en la estructura del
hidrogel. Con base en estos resultados se llega a la conclusién de que la técnica
de FTIR-ATR, no es selectiva para este tipo de muestra, se recomienda utilizar
otro método de caracterizacion para corroborar la presencia de ambas sustancias

en el hidrogel.

Pagina | 57



I11.4. Estudio de hinchamiento

Los hidrogeles de monémero de MAOB, se clasifican como hidrogeles
polielectrolitos anidnicos, los cuales contienen grupos acidos débiles (-COOH) en
los sustituyentes laterales de la cadena principal. Este tipo de hidrogeles
presentan como caracteristica principal la capacidad de responder a estimulos
externos, con base a esta capacidad se puede llegar a la conclusion que es
fisiolégicamente sensibles. Algunos de los estimulos a los cuales pueden

presentar respuesta son al pH y temperatura.

El mecanismo de hinchamiento estd dado por el aumento del pH en el medio de
prueba, provocando un incremento en el grado de ionizacion en la red polimérica
del hidrogel, ocasionando un relajamiento en las cadenas poliméricas, que en
conjunto con la generacion de contraiones méviles dentro del hidrogel (aumento

de la presién osmdtica), se induce a la fase de hinchamiento.

Para llevar a cabo la prueba, se utilizaron dos diversas variaciones, se utilizaron
dos diferentes medios con pH 5.5 (pH de la piel) y pH 7.4, y variaciones en la
temperatura 25°C y 37°C. El andlisis del grado de hinchamiento se determiné

utilizando la siguiente la siguiente ecuacion:

- Ws 100
Q= We b

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

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

Pagina | 58



[11.4.1. Estudio de hinchamiento a 37°C

Una vez calculado el grado de hinchamiento se obtuvo el siguiente grafico (Figura
26), donde se muestran los resultados obtenidos en la prueba de hinchamiento a

37°C en los diferentes medios utilizados en un intervalo de tiempo de 72 horas.

600

pH 7.4
500 - *—pHS.S5

400

300 -+

200

Grado de hinchamiento (%)

100

-—
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Tiempo (min)

Figura 26. Grafico comparativo de grado de hinchamiento con respecto al tiempo
en los diferentes pH’s a 37°C.

Como podemos apreciar en el gréafico, el hidrogel de MAOB — Propranolol 5%,
presenta una transicion mayor a pH mas alcalinos (7.4), mientras que a pH mas
bajos 0 mas acidos (5.5) el hinchamiento es mas lento. Ya que a pH 7.4 se
observa un grado de hinchamiento de alrededor de 500% dentro de las primeras 8
horas de estudio, mientras que a pH 5.5 se obtiene un grado de hinchamiento de
alrededor de 137% durante las 72 horas de estudio. Cabe mencionar que los

hidrogeles expuestos a pH 7.4, no se pudo seguir con el estudio después de las 8
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horas, ya que a las 24 horas los hidrogeles se rompieron debido al hinchamiento

tan grande que presentaban.

[11.4.2. Estudio de hinchamiento a 25°C

De igual manera, una vez calculado el grado hinchamiento, se obtuvo el siguiente
gréfico (Figura 27), donde se muestran los resultados obtenidos en la prueba de

hinchamiento a 25°C, en un intervalo de 72 horas de estudio.

pH 7.4
e pH55

800 —
600 -
400
200 —

Lo < b ¢

0 - 3-—' I g ) 4 1 ' 1 Y I e I ) ) !
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Tiempo (min)

Figura 27. Gréafico comparativo de grado de hinchamiento con respecto al tiempo
en los diferentes pH’s a 25°C.

Como podemos observar en el grafico, el hidrogel de MAOB — Propranolol al 5%,
presenta un mayor grado de hinchamiento a pH 7.4, obteniendo un promedio de

hinchamiento de 300% dentro de las primeras 24 horas de estudio, mientras que a
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pH 5.5 se observa un grado de hinchamiento menor, obteniendo un promedio de
hinchamiento de 68% dentro de las 72 horas de estudio, confirmando que los

hidrogeles son sensibles a pH’s més altos (7.4).

[11.4.3. Comparativo de prueba de hinchamiento en diferentes condiciones.

Se obtuvo el siguiente grafico comparativo (Figura 28), donde se evalia el
comportamiento presentado de los hidrogeles en las diferentes condiciones

utilizadas en el estudio:
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Figura 28. Grafico comparativo de grado de hinchamiento con respecto a las
variaciones de pH y temperatura.

Como podemos observar en el grafico, los hidrogeles de MAOB — Propranolol al
5%, presentan un grado de hinchamiento mayor a temperaturas mas altas (37°C)

y pH's mas altos (7.4). En el caso de la temperatura, podemos observar un
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comportamiento exponencial y lineal en el hidrogel a una temperatura de 37°C,
teniendo un promedio en el grado de hinchamiento de un 500% a pH 7.4 después
de 8 horas de estudio, para el hidrogel a pH 5.5 se obtuvo un promedio de 137%
después de 72 horas de estudio. Para el hidrogel a una temperatura de 25°C, se
observa un comportamiento diferente, generando un grado de hinchamiento
menor, teniendo como resultado un promedio en el grado de hinchamiento de
alrededor de 300% a pH 7.4 después de 24 horas de estudio, mientras que a pH
5.5 se obtuvo un promedio de 68% después de 72 horas de estudio. Estos
resultados demuestran que los hidrogeles presentan respuesta a estimulos
fisiologicos tales como la temperatura y el pH, dando hincapié a que puedan ser

utilizados como una matriz para una liberacion dirigida y controlada de farmacos.

[11.5. Estudio de hidrélisis — liberacién y cuantificacion de farmaco a través
de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR).

El estudio de hidrdlisis — liberacién en medios de buffers simulados, se realizé con
el fin de observar el comportamiento del hidrogel (Figura 29), y corroborar si son
estimulos — respondientes cuando son sometidos a diferentes condiciones, como
un cambio en la temperatura o el pH. Para llevar a cabo esta prueba se coloc6 a
una temperatura de 37°C (temperatura corporal promedio), y a dos diferentes
pH’s, a pH 7.4, este pH fue seleccionado tomando como referencia la prueba de
hinchamiento, en el cual se muestra un mayor grado de hinchamiento y por ende
una mejor liberacion de los farmacos, y a pH 5.5, ya que es el pH reportado de la
piel. Con esta prueba podemos observar el tipo de liberacién que se lleva a cabo a

través de este sistema.
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Figura 29. Esquema representativo del proceso de hidrdlisis — liberacién de
hidrogeles de MAOB — Propranolol 5%.

Para llevar a cabo esta prueba se utilizaron hidrogeles de MAOB — Propranolol al
5%.

[11.5.1. Liberacién a pH 7.4

Como podemos observar en el gréafico (Figura 30) para &cido salicilico, se
presenta una liberacion de tipo sostenida, donde dentro de la primeras 8 horas de
estudio se observa una liberacion constante de acido salicilico, llegando a liberar
hasta 10 mg de farmaco. Transcurridas las 24 horas de liberacion, podemos
observar un cambio significativo en canto a la cantidad de farmaco liberada, ya
gue se alcanzan a liberar en promedio 22 mg, siendo mas del doble de farmaco
liberado con respecto a las 8 horas de estudio. Cumplidas las 48 horas de
liberacién, se logran cuantificar en promedio 31 mg de farmaco. Finalmente,
después de 72 horas de estudio se obtiene un promedio liberado de 34 mg de

acido salicilico.
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Figura 30. Grafico de cinética de liberacion para el farmaco acido salicilico a pH
7.4.

Para el caso de propranolol (Figura 31), se observa un comportamiento similar al
mostrado por el &cido salicilico, sin embargo dentro de las primeras dos horas de
estudio se observa una liberacibn moderada de farmaco, obteniendo una
liberacion promedio de 6.5 pg. A partir de las 4 horas de estudio podemos
observar una sefial analitica considerable de propranolol, obteniendo en promedio
12.4 pg de farmaco liberado. Al cumplirse las 8 horas de estudio, se puede
observar un aumento de farmaco liberado, llegando a 24.3 pg de farmaco.
Cumplidas las 24 horas de estudio se observa un decrecimiento en cuanto a la
cantidad de farmaco de liberado, obteniendo un resultado de 18.3 pug de farmaco,
esto se asocia a dos posibles causas, a una mala toma de la alicuota, o que, lo
gue resta de farmaco se quedo atrapado dentro del filtro utilizado al momento de

colocar la solucién en el vial de HPLC. Después de 48 horas de estudio se puede
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volver a observar un aumento de farmaco liberado, llegando a 31.1 pug de farmaco
en el medio. Finalmente, a las 72 horas de estudio, se obtiene una cantidad

promedio de 35.5 pg de farmaco en el medio de liberacion.
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Figura 31. Gréfico de cinética de liberacion del farmaco propranolol a pH 7.4.

Estos resultados son consistentes con los resultados obtenidos en un estudio
previo, donde se indican una liberacion sostenida de farmaco bajo estas
condiciones. Ademas de concordar con lo descrito en la prueba de hinchamiento
realizada, donde se observa un aumento en el grado de hinchamiento con
respecto al tiempo, comprobando que en cuanto mas relajadas se encuentren las
cadenas poliméricas del hidrogel, mas cantidad de farmaco se va a liberar en el

medio.
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Comparando las cinéticas de liberacion (Figura 32) de &cido salicilico y
propranolol, se observa que ambos farmacos presentan una liberacion sostenida,
confirmando que tenemos un sistema polimérico con liberacion controlada de
farmacos a través de estimulos externos como temperatura y pH. Como podemos
observar en el gréfico, la liberacion de acido salicilico es como se planteaba,
siendo mayor en comparacion a propranolol, esto debido a que la base para

realizar la sintesis de estos hidrogeles es monémero de MAOB.
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Figura 32. Grafico comparativo de cinéticas de liberacion de los farmacos &acido
salicilico y propranolol.

[11.5.2. Liberacion a pH 5.5
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La Figura 33 nos muestra el comportamiento que se obtuvo durante las 72 horas
de estudio. Como podemos observar en el grafico, para acido salicilico, se
presenta una liberacién sostenida de farmaco, donde dentro de las primeras 2
horas de estudio, se observa una liberacion constante de farmaco, teniendo una
liberacion promedio de 2 mg. Cumplidas las 8 horas de estudio se obtiene una
liberacion promedio de 5 mg, siendo méas del doble de farmaco liberado con
respecto a las primeras dos horas de estudio. Transcurridas las 24 horas, se
obtiene una liberacion promedio de 9 mg. Cumplidas las 48 horas se logra una
cuantificacion promedio de 16 mg. Finalmente a las 72 horas de estudio se obtiene

un promedio liberado de acido salicilico de 20 mg.
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Figura 33. Grafico de cinética de liberacién para el farmaco acido salicilico (pH
5.5).
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El comportamiento mostrado para propranolol (Figura 34), es similar al observado
para &cido salicilico y propranolol a pH 7.4, presenta una liberacion sostenida de
farmaco. A diferencia de la liberacion a pH 7.4, dentro de las primeras dos horas
de estudio se observa una liberacion mayor de farmaco, teniendo una liberacion
promedio de 12 pg. A las 8 horas, se obtiene una liberacién promedio de 24 pg.
Transcurridas las 24 horas de estudio, se obtiene una liberacion promedio de 53
Hg. Después de 48 horas de estudio, se sigue observando un incremento en la
cantidad liberada de farmaco, obteniendo un promedio de 104.1 pg. Finalmente, a

las 72 horas de estudio, se obtiene una liberacion promedio de 122.1 ug.
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Figura 34. Grafico de cinética de liberacién para el farmaco propranolol (pH 5.5).

El comportamiento mostrado de ambos farmacos a pH 5.5 (Figura 35), es similar

al mostrado a pH 7.4, la diferencia radica en la cantidad de farmaco liberado.
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Ambos farmacos presentan una liberacion tipo sostenida, confirmando que los
hidrogeles de MAOB - Propranolol 5%, presentan respuesta a estimulos
fisiolégicos como pH y temperatura. Ademas estos resultados nos indican las

condiciones ideales para que se lleve a cabo una correcta liberacion de farmacos.
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Figura 35. Gréafico comparativo de cinéticas de liberacion de los farmacos acido
salicilico y propranolol pH 5.5.

Como podemos observar, en ambas liberaciones (pH 7.4 y pH 5.5) se observa una
liberacién de farmacos tipo sostenida, este comportamiento concuerda con lo
reportado en una investigacion previa de hidrogeles de MAOB. En el caso de
acido salicilico (Figura 36), podemos observar una mayor liberacion a pH mas
altos o alcalinos (7.4), en comparacién a pH bajos o acidos (5.5), estos resultados
se pueden explicar debido al grado de hinchamiento del hidrogel, ya que al igual

que en la prueba de hinchamiento, se presenta un mayor grado de hinchamiento a
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pH alcalinos, ocasionando una mayor apertura en las cadenas poliméricas
presentes en la estructura, y por ende una mayor hidrolisis del poli(MAOB),

liberando una mayor cantidad de &cido salicilico.

= Acido salicilico pH 7.4
= Acido salicilico pH 5.5
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Figura 36. Grafico comparativo de cinéticas de liberacién de &cido salicilico a pH
7.4y pHS5.5.

Para propranolol (Figura 37), presenta un comportamiento inverso al mostrado por
acido salicilico, ya que a pH 7.4, se obtiene una liberacion menor en comparacion
que a pH 5.5, una posible explicacion de estos resultados es que al momento de
colocarla la muestra en un vial de HPLC se queda una parte atrapada dentro del
filtro utilizado, por lo cual se sugiere repetir este experimento para corroborar los

resultados obtenidos.
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Figura 37. Gréafico comparativo de cinéticas de liberacion de propranolol a pH 7.4
y pH 5.5.

Para verificar la presencia de los farmacos de interés, se analizaron estandares
individuales de acido salicilico (Figura 38) y propranolol (Figura 39), al igual que

un estandar dual de dichos farmacos (Figura 40).
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Figura 39. Estandar de propranolol.
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Figura 40. Estandar cargado con acido salicilico y propranolol.

Posteriormente se compararon con las sefiales analiticas presentes en las
diferentes liberaciones a pH 7.4, encontrando las sefiales analiticas

correspondiente para acido salicilico (Figura 41) y propranolol (Figura 42).

| Acido salicllico

2 - Progranoei - 4 013

Figura 41. Cromatograma de muestra de liberacion a pH 7.4, sefial analitica
correspondiente a &cido salicilico.
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Figura 42. Cromatograma de muestra de liberacién a pH 7.4, sefial analitica
correspondiente a propranolol.

[1.6. Estudio de viabilidad celular

Se utilizaron 3 diferentes longitudes de onda (405, 450 y 620 nm) para llevar a
cabo este estudio. Los resultados que se presentan a continuacion, fueron
evaluados a una longitud de onda de 620 nm. Ademas se utilizaron 3 diferentes
concentraciones de farmaco propranolol (1, 2.5 y 5%), esto con el fin de evaluar si

la cantidad de B — bloqueador influia en el porcentaje de viabilidad celular.

Para el caso de células de HelLa (Figura 43), como podemos observar en el
gréfico, para el hidrogel al 1% de propranolol, se obtiene un promedio de 89.34%,
para el hidrogel al 2.5% se obtiene un promedio de 108.96%, y para el hidrogel al
5% se obtiene un promedio de 99.90%. En el caso del hidrogel al 1% se presenta
un porcentaje menor de viabilidad celular, esto se puede explicar debido a la
cantidad de acido salicilico presente en la formulacién, ya que a menor
concentracion de propranolol, mayor concentracion de acido salicilico, lo cual

generara una mayor liberacion de acido salicilico en el medio, cambiando el pH del
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medio a ligeramente mas acido, lo que puede inducir una muerte celular. Los
resultados obtenidos indican una buena viabilidad celular, ya que ninguno de los

hidrogeles sintetizados presenta un porcentaje menor al 70%.
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Figura 43. Gréfico de viabilidad celular, en células HeLa sometido a los diferentes
hidrogeles sintetizados.

Para el estudio de fibroblastos (Figura 44), se observa que para el hidrogel al 1%
se obtiene un promedio de 70.34%, para el hidrogel al 2.5% se obtiene un
promedio de 90.29%, y para el hidrogel al 5% se obtiene un promedio de
124.09%. Como podemos observar, se presenta un comportamiento similar al
mostrado en la prueba con células de HelLa, donde el hidrogel a menor
concentracion de propranolol (1%), muestra un porcentaje de viabilidad celular
menor, este comportamiento se puede explicar de la misma manera, ya que al

tener menor cantidad de propranolol, la cantidad de acido salicilico liberada sera
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mayor, propiciando un cambio en el pH del medio de cultivo y una posterior
muerte. A diferencia del estudio con células de Hela, se puede decir que se tiene
un porcentaje de viabilidad celular regular, ya que el hidrogel al 1% presenta un
porcentaje de viabilidad celular cercano al 70%, indicando un proceso de muerte

celular.
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Figura 44. Gréfico de viabilidad celular, en Fibroblastos 3T3 sometido a los
diferentes hidrogeles sintetizados.

El estudio con células de melanoma (Figura 45) muestra un comportamiento
diferente con respecto al mostrado para células de HelLa y Fibroblastos 3T3. Para
el hidrogel al 1% se obtiene un promedio de 64.73%, para el hidrogel al 2.5% se
obtiene un promedio de 66.94%, y para el hidrogel al 5% se obtiene un promedio
de 36.24%. Como podemos observar, en este caso el hidrogel que presenta un

porcentaje de viabilidad celular menor, es el hidrogel al 5%, esto se puede explicar
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debido al efecto que presenta el propranolol ante células cancerigena (melanoma),
ya que en algunas investigaciones previas se reporta que el propranolol puede
inducir la apoptosis en dichas células, y al presentar una concentracion mayor de
propranolol se propicia a inducir la muerte celular. Los resultados obtenidos en
este estudio, indican que hay un porcentaje de viabilidad celular bajo, ya que los
tres hidrogel presenta un promedio menor al 70%, que contrario a los estudios
pasados (HelLa y Fibroblastos 3T3), estos se consideran resultados deseables, ya

gue indican un efecto positivo para inhibir el crecimiento de células cancerigenas.

140
| Control
Hidrogel MAOB - Propranolol 1%
120 + Hidrogel MAOB - Propranolol 2.5%
Hidroge! MAOB - Propranolol 5%
E\O, 100
—
o
S 80+ .
QO
g " | ]
kS |
8 60+ J
2 o] -
S 40 |
20
0

Células de Melanoma

Figura 45. Gréfico de viabilidad celular, en células de melanoma sometido a los
diferentes hidrogeles sintetizados.

I11.7. Estudio de evaluacidon de actividad antimicrobiana.
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En este estudio se evaludé la respuesta antimicrobiana de los hidrogeles
sintetizados, a dos diferentes microorganismo E.coli y S.aureus, esto con el fin de
comprobar si el sistema desarrollado muestra cierta inhibicion ante dichos

microorganismos.

En la tabla 2, se muestran las absorbancias obtenidas déspues de 24 horas de
incubacion para E.coli, donde se obtiene un resultado promedio de inhibicion de
3.3%. Para S.aureus (tabla 2) se muestra una inhibicion nula (0%), estos
resultados pueden ser indicativos que los hidrogeles no presentan actividad
antimicrobiana, sin embargo se recomienda volver a realizar el estudio pero con
ligeros cambios en la metodologia utilizada, aumentando los dias de incubacion en
los tubos con agar BHI, esto debido a que como se demostré en la prueba de
hichamiento y liberacidén, el sistema presenta una liberacién controlada de
farmacos, por lo que se puede asumir que aumentando el tiempo de incubacion la
liberacién de farmacos sera mayor y por ende un aumento en la inhibicién, ya que
en estudios previos y en la bibliografia se comenta que el acido salicilico presenta

actividad antimicrobiana.

Tabla 2. Absorbancias obtenidas despues de 24 horas de incubacion, para
E.coliy S.aureus.

Tiempo Tiempo
Inicial 24 horas Inicial 24 horas
Blanco 0.000 0.000 0.000 0.000
Control negativo 0.000 0.022 0.000 0.022
Control positivo 0.052 0.629 0.055 0.602
Hidrogel 1 0.068 0.610 0.013 0.648
Hidrogel 2 0.068 0.607 0.029 0.574

CAPITULO IV. CONCLUSIONES
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1. Se logr6 sintetizar de manera exitosa el mondémero de &acido 2-
metacriloiloxibenzoico (MAOB) a partir de acido salicilico y 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) mediante un proceso de esterificacion.
Ademas el mondmero sintetizado fue caracterizado utilizando diversas
técnicas (FTIR, RMN-'H, TLC) dentro de las cuales se identificaron grupos
funcionales, protones (presentes en la estructura) y pureza del mismo,

confirmando una correcta caracterizacion y sintesis.

2. Se logro encontrar las condiciones ideales para llevar a cabo una correcta
sintesis del hidrogel de monémero de MAOB, con un cargado in situ de
Propranolol, mediante el método de polimerizacion en disolucion via
radicales libres en atmosfera inerte de nitrégeno. Para verificar un correcto
cargado in situ, se realizé un estudio a través de cromatografia de liquidos
de alta resolucibn (CLAR), obteniendo dos sefales analiticas

pertenecientes a los farmacos de interés (&cido salicilico y propranolol).

3. Se realiz6 un experimento del grado de hinchamiento en soluciones
amortiguadoras a pH 5.5y 7.4 a 37°C y 25°C, con el fin de observar el
comportamiento que presenta el hidrogel sintetizado a variaciones de pH y
temperatura. Los resultados obtenidos demostraron que los hidrogeles son
sensibles a temperaturas mas altas (37°C) y pH's mas altos (pH 7.4),

confirmando que los hidrogeles son respondientes a estimulos externos.

4. Se llevaron a cabo estudios de hidrdlisis — liberacion in vitro en un oscilador
a 37°C, 100 rpm, con soluciones amortiguadoras a pH 5.5y 7.4, durante 72
horas, las muestras obtenidas fueron analizadas y cuantificadas a través de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR). Los resultados
obtenidos mostraron que pH mas altos (7.4) se libera una mayor cantidad
de acido salicilico, obteniendo en promedio una liberacion final de 34 mg.
En el caso de propanolol, se observé un comportamiento inverso,

mostrando una mayor liberacion a pH's mas bajos (5.5), teniendo un
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promedio de liberacion final de 122.1 pg. Los resultados obtenidos de la
liberacion concuerdan con lo observado en la prueba de hinchamiento, la
cual mostré un mayor porcentaje de hinchamiento a pH 7.4, que a su vez
da a lugar a una mayor liberacion de farmacos, debido a que el pH del
medio provoca que las cadenas poliméricas del hidrogeles se encuentran
relajadas, facilitando y agilizando el proceso de hidrolisis - liberacion, en
contraste a pH 5.5 se observa un proceso de hidrolisis — liberacion mas
lento, el cual se explica debido al pH del medio, que al ser mas acido
genera un proceso mas lento. Dichos resultados pueden tener un impacto
positivo para su aplicacion en piel (pH 5.5), ya que se puede tener una
liberaciobn de farmacos sostenido por un intervalo de tiempo de mayor,
facilitando la administracion de farmacos. Complementariamente se logré
apreciar el tipo de cinética que presentan ambos farmacos, demostrando

que el hidrogel presenta una liberacién sostenida.

Para los estudios de viabilidad celular, se demostré que los hidrogeles de
MAOB - Propranolol a diferentes concentraciones (1, 2.5, 5%), presentan
un buen porcentaje de viabilidad celular, obteniendo resultados superiores
al 70%, indicando una baja citotoxicidad para células cancerigenas (HelLa)
y no cancerigenas (Fibroblastos 3t3). Adicionalmente al proyecto original,
se evaluod la respuesta que tendria el hidrogel ante células cancerigenas de
la piel (melanoma), obteniendo resultados inferiores al 70% de viabilidad
celular, siendo el hidrogel con mayor concentracion de propranolol (5%) el
gue menor porcentaje presenta, demostrando que los hidrogeles pueden

ser una potencial aplicacién para esta enfermedad.

Finalmente se evalud la actividad antimicrobiana de los hidrogeles, en esta
prueba se evaluaron 2 microorganismos diferentes, una bacteria gram
negativa (E.coli) y una bacteria gram positiva (S.aureus), los resultados
obtenidos mostraron una baja inhibicion para el caso de E.coli, teniendo

una inhibicion promedio de un 3.3%, mientras que para S.aureus se
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presentd una inhibicién nula. Demostrando que los hidrogeles no presentan
esta capacidad inhibitoria, con fines confirmatorios se recomienda volver a
realizar esta prueba modificando el método utilizado para corroborar los

resultados obtenidos.

Los hidrogeles de MAOB — Propranolol sintetizados, presentan la capacidad de
responder a estimulos externos tales como pH y temperatura, teniendo un
hinchamiento gradual con respecto al tiempo, lo cual permite ser utilizados como
un sistema polimérico de liberacion sostenida de acido salicilico y propranolol. Los
resultados obtenidos de la prueba de hinchamiento e hidrélisis — liberacién
demuestran una concordancia en cuanto a su comportamiento, obteniendo
mejores resultados a pH y temperaturas superiores para acido salicilico, en el
caso de propranolol se observa un comportamiento diferente, teniendo una menor
cantidad de farmaco liberado, la cual se puede deber a diferentes factores, tales
como la cantidad utilizada al momento de realizar la sintesis del hidrogel, o el
proceso de purificacion del hidrogel, por lo que se sugiere realizar pruebas
complementarias que corroboren los resultados obtenidos o se pueda mejorar la
cantidad liberada de propranolol. Estos resultados confirman dos de las
caracteristicas mas importantes de los hidrogeles como el hinchamiento y la
respuesta a estimulos externos. Ademas el estudio de viabilidad celular demuestra
resultados Optimos en las lineas celulares evaluadas, teniendo porcentajes
mayores al 70% en dos tipos de células indicando una baja citotoxicidad,
complementariamente se evaludé una linea celular de cancer de piel, donde se
observoé la capacidad de reducir o detener el crecimiento de este tipo de células.
Tomando en cuenta todos estos resultados se llega a la conclusion que los
hidrogeles de poli(MAOB), pueden fungir como una matriz polimérica en la cual se
puede cargar de manera in situ propranolol a diferentes concentraciones, los
cuales pueden llegar a ser una alternativa en el tratamiento de hemangiomas

infantiles.

CAPITULO V. ANEXOS
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Figura 47. Hidrogeles de MAOB — Propranolol 5%.
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Figura 48. Hidrogel hinchamiento pH 7.4 a 37°C (a). Hidrogel hinchamiento pH 5.5 a 37°C
(b).

"L

Figura 49. Hidrogel hinchamiento pH 7.4 a 25°C (a). Hidrogel hinchamiento pH 5.5 a 25°C
(b).
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Figura 50. Hidrogel liberacion pH 7.4 (a). Hidrogel liberacién pH 5.5 (b).
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Figura 51. Curva de calibracién de acido salicilico a 280 nm.
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Figura 52. Curva de calibracion de propranolol a 235 nm.
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