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RESUMEN

En el presente trabajo se estudiaron hidrogeles a base de N-isopropilacrilamida
(NIPAAm) conteniendo metacrilatos de carboxialquilo con tres longitudes diferentes en
su cadena alifatica (n= 4, 7 y 10) y dos concentraciones molares de los mismos (5 y
10%); los cuales debido a las caracteristicas termosensibles de la NIPPAm y el
contenido de grupos acido carboxilico (ionizables) sufren una transicion en el grado de
hinchamiento en respuesta a cambios en el pH y la Temperatura. La temperatura critica
de disolucion inferior (LCST) depende del tipo y la proporcion de metacrilato de
carboxialquilo en el copolimero, y del pH del medio.

A los geles se les realizaron pruebas del hinchamiento en el equilibrio con
respecto al pH a 37 °C, encontrandose que el pH de transicion depende de la
composicion del copolimero. Cuando se utiliza el mondémero con n=4, el pH de
transicion disminuye en la medida que se incrementa la proporcion de mondomero acido,
indicando que el caracter hidrofilico producido por el i6n carboxilato prevalece sobre la
cadena hidrofobica. Caso contrario, cuando n=10 el caracter hidrofobico de la cadena
alifatica prevalece sobre el grupo ionizado y el pH de transicion se incrementa.

Loas geles se cargaron con el firmaco modelo indometacina. Los estudio de
liberacion demostraron que se tiene una liberacion sostenida en las condiciones en las
que los geles se hinchan y que no existe liberacion en las condiciones en las que los
geles permanecen colapsados. Se concluye que estos geles pueden utilizarse para
liberacion de farmacos controlada por el pH. Estudios con ciclos de temperatura por
abajo y por arriba de la LCST demostraron que es posible obtener liberacion pulsatil

con estos geles, aunque la liberacion resulté erratica.
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1.
INTRODUCCION



1.1 ANTECEDENTES

El mejoramiento continuo, la bisqueda acelerada y el desarrollo de materiales
poliméricos han jugado un papel vital en el progreso de la mayoria de las tecnologias de
liberacion controlada. En los ultimos 25 anos, ha habido un considerable incremento en
el interés de esta tecnologia, mostrado por el incremento de publicaciones y patentes en
el 4rea de liberacion controlada de farmacos usando tanto materiales sintéticos como
también materiales poliméricos naturales.'

Los hidrogeles son redes hidrofilicas de polimeros que pueden absorber desde
10% hasta miles de veces su peso seco en agua.” En general, los hidrogeles poliméricos
tienen muchas caracteristicas que los hacen ideales para aplicaciones biomédicas.
Adicionalmente, los hidrogeles sensibles a condiciones ambientales son capaces de la
liberacion de medicamentos de una forma controlada (bajo condiciones fisiologicas)
como ocurre en un estado patologico. Debido a la capacidad de liberar pequeiias
cantidades de farmaco directo al area afectada, pueden ser usados para incrementar la
efectividad de la farmacoterapia y reducir los costos de los tratamientos médicos.’

En las ultimas décadas se han desarrollado polimeros que responden con
cambios en alguna propiedad (fase, forma, propiedades Opticas o mecénicas, velocidad
de permeacion, etc.), a estimulos externos ya sean fisicos o quimicos como pH,
temperatura, campo eléctrico, iones, luz visible o UV, disolventes, reactantes, etc. A este
tipo de materiales se les llamo “polimeros inteligentes”. Recientemente se han
sintetizado diferentes tipos de hidrogeles sensibles a los cambios de temperatura y pH,
los cuales han sido utilizados en diferentes areas como: la agricultura, horticultura,
comunicaciones, industrial (sellantes, desecantes) y en el area biomédica como

biosensores, musculos artificiales, ingenieria de tejidos y como sistemas de liberacion



de farmacos, por su capacidad de liberarlos a una velocidad constante por un largo
periodo de tiempo (cinética de orden cero),’ llevandose a cabo gracias al hinchamiento
que presentan los geles, ya que por ser hidrofilicos absorben grandes cantidades de agua
y/o cuando factores como la temperatura, el pH, la fuerza ionica, la concentracion de la
solucion, etc., detonan la liberacion del farmaco dando como resultado una liberacion
sensible.

No todos los agentes terapéuticos necesitan ser liberados a una velocidad
constante. Por el contrario, es esencial liberar firmacos de una manera apropiada e
ideal, respondiendo a las necesidades de los mismos. Las caracteristicas especificas para
la liberacion controlada pueden prolongar y retener la liberacion de farmacos que se
caracterizan por poseer una rapida metabolizacion, permitiendo asi dosis mas efectivas.
Estos sistemas también pueden proteger a farmacos bioactivos sensibles (como lo son
las proteinas) hasta el blanco especifico en donde necesitan ser entregados, ademas, la
administracién de grandes cantidades de compuestos bioactivos pueden causar algunos
efectos secundarios indeseables, los cuales pueden ser minimizados con el uso de un
sistema de liberacion regulado. Los sistemas de liberacion controlada han sido
utilizados para alcanzar tanto modelos de orden cero como de liberacion pulsatil.’

La liberacion pulsatil o pulsada de farmacos se define como la liberacion
rapida y transitoria de una cantidad concreta de moléculas de un farmaco dentro de una
cantidad corta de tiempo inmediatamente después de un predeterminado periodo de cese
en la liberacion.” En la liberacion pulsatil es importante no solo que el hinchamiento y
colapse de los hidrogeles sea dependiente de las condiciones ambientales (como pH y
temperatura), sino que el tamafio de la red tridimensional del mismo hidrogel sea
reversiblemente y capaz de atrapar y prevenir la difusion del fArmaco.’ Los laboratorios

Ferring han introducido un sistema de liberacion pulsatil portatil llamado Pulsamat, el



cual se utiliza para la liberacion de la hormona luteinizante (LH). La liberacion pulsatil
de LH ha ayudado a inducir la ovulacion en mujeres fértiles.'

Uno de los materiales poliméricos mas estudiados para la liberacion de farmacos
en respuesta a estimulos es la N-isopropilacrilamida (NIPAAm) (Figura 1). La sintesis
de NIPAAm se ha realizado mediante técnicas como la iniciacion por radicales libres en

disoluciones organicas y la iniciacion redox en medios acuosos.*
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Figura 1. N-isopropilacrilamida (NIPAAm)

PNIPPAAmM es una clase de polimero que presenta un comportamiento
especifico debido LCST. Los geles entrecruzados de NIPPAm  han mostrado
termorespuesta, fases discontinuas de hinchamiento/colapso, por ejemplo, a
temperaturas por debajo de 32 °C se encuentran hinchados, mientras que se colapsan
(encogen) por encima de esta temperatura. Un repentino incremento por arriba de la
temperatura de transicion de estos geles da como resultado la formacién de una
superficie densa y colapsada o “piel” la cual obstaculiza el paso del agua del gel hacia el
exterior.” Debido a que el LCST de NIPAAm es de 32 °C, este polimero tiene un
potencial como sensor en humanos, asi como en procesos de separacion que involucran
materiales que pueden ser desnaturalizados a altas temperaturas. NIPPAm tiene el

mayor hinchamiento de transicion repentino de los polimeros de alquil acrilamida



termosensibles, diferencidndolo como extremadamente sensible a pequefios cambios en
la temperatura.

Brazel y Peppas® estudiaron dos clases de polimeros: NIPPAm y MAA. Los
polimeros de MAA son ideales por su sensibilidad ante el pH. Estos se hinchan hasta 10
veces su peso seco en soluciones bésicas y se colapsan en soluciones acidas. Este
comportamiento se debe a la repulsion electrostatica entre la cadena de acido
carboxilico y los iones presentes en la solucion amortiguadora. A valores de pH altos,
las cadenas que contienen el carboxilato son repelidas por los aniones en la solucién, y
minimizan las cargas por expansion. Una vez que se sintetizaron hidrogeles de manera
conjunta, se llevo a cabo liberacion en condiciones pulsatiles de agentes trombdticos y
antitromboticos como la estreptoquinasa y heparina, respectivamente. El espacio
disponible para difusion entre la red de los hidrogeles present6 una diferencia muy
notoria entre hinchado y colapsado, mostrado asi en la liberacion pulsatil de la
estreptoquinasa, respondiendo a pequefios cambios de pH y temperatura. Cuando el
cambio de pH y temperatura se realizd de manera simultdnea, la proporcion de
hinchamiento fue mucho mas rapida y mejor comparada con el cambio mostrado
cuando solamente una de las dos condiciones fue manipulada. A pesar de que la
liberacion de los dos agentes fue completa, el control de la liberacion de la
estreptoquinasa fue mucho mas efectivo que el de heparina debido a las diferencias del
tamafio molecular (molecularmente la heparina es mas pequefia), pero debido a la
polidispersion de la heparina, las cadenas mas largas de esta quedaron atrapadas dentro
del hidrogel hasta que se alcanz6 un estado de hinchamiento mayor del mismo. De
cualquier manera la formacion de la “piel” en la periferia y los movimientos propios del
hinchamiento y colapse del hidrogel se mostraron solamente en aquellos que contienen

un 98% de NIPPAm o mas, mientras que los polimeros utilizados en este trabajo



contenian por lo menos un 12% de MAA, lo cual los hacia mas hidrofilicos por lo que
se dificulté el control de la liberacion, especificamente la liberacion de heparina.’
Guerrero et al.,* se utilizaron copolimeros de NIPPAm con metacrilatos de
carboxialquilo (Figura 2) que tienen un caracter hidrofébico dado por la longitud de la
cadena alifatica del mondémero (n= 4, 7 y 10), para obtener un material hidrofébico

sensible al pH

Figura 2. Copolimeros de NIPPAm con metacrilatos de carboxialquilo.

Ellos sintetizaron hidrogeles sensibles a la temperatura y al pH, copolimerizando
acido  metacriloiloxipentanoico,  4cido  metacriloiloxioctanoico y  4cido
metacriloiloxiondecanoico en forma de sal de potasio (M4K, M7K y M10K) y NIPAAm
con una técnica reportada. (Tabla 1). Estos materiales por la naturaleza del
comportamiento de la NIPAAm ante los cambios de temperatura y los grupos acidos
ionizables presentes en los metacrilatos de carboxialquilo que componen la red del

polimero, tendréan la caracteristica de ser hidrogeles inteligentes bidimensionales.



Tabla 1. Notacion para los hidrogeles sintetizados

Composicion molar

Hidrogeles preparados

100% NIPAAm PN100

5% M4K, 95% NIPAAm P4-05

10% M4K, 90% NIPAAm P4-10
5% M7K, 95% NIPAAm P7-05

10% M7K, 90% NIPAAm P7-10
5% MI10K, 95% NIPAAm P10-05
10% M10K, 90% NIPAAm P10-10

Prepararon un hidrogel conteniendo 100% de NIPAAm y seis hidrogeles

diferentes a base de NIPAAm, variando el contenido molar en un 5% y 10% para el

comondémero M4K, M7K y M10K (Tabla 2).

Tabla 2. Cantidad de reactivos utilizados en la preparacion de los hidrogeles

NIPAAm (z) | M4K (2 | M7K (2) | MIOK (g) | Agua desionizada | BIS(z) | Sol. APS0.I5M | Sol. TEMED
Hidrogel (mL) (mL) 0.15 M (mL)
PN100 | 1.7652 0 0 0 7.9207 10.0721 1.0397 1.0397
P4-05 1.6765 |0.1748 0 0 7.9207 |0.0721 1.0397 1.0397
P4-10 1.5882 |0.3496 0 0 7.9207 |0.0721 1.0397 1.0397
P7-05 1.6765 0 0.2075 0 7.9207 |0.0721 1.0397 1.0397
P7-10 1.5882 0 0.415 0 7.9207 |0.0721 1.0397 1.0397
P10-05 | 1.6765 0 0 0.2405| 7.9207 |0.0721 1.0397 1.0397
P10-10 | 1.5882 0 0 0.4806| 7.9207 |0.0721 1.0397 1.0397

En el mencionado trabajo previo* se estudio el grado de hinchamiento (Q) con

respecto a dos distintos medios: pH 1.2 y 7.4. En el primer caso se observo que la LCST

de los hidrogeles se encontrd por debajo de los 25 mwC, mientras que en el segundo pH

la LCST observada fue de 32 °C, ya que la ionizacion de los grupos carboxilicos son




suficientes para vencer las fuerzas hidrofobicas de la NIPAAm, caso contrario del pH
1.2. Aunado a esto, la longitud de la cadena hidrofébica de los metacrilatos influye en

Q. A menor longitud de la cadena hidrofobica del metacrilato el aumento de la LCST es

mayor (Figura 3).
-
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Figura 3. Q en el equilibrio con respecto a la T de las diferentes especies de hidrogeles
a)pH 1.2 yb)apH 7.4.



Se realizaron ademas estudios de liberacion controlada con los geles P4-10 y P-
10-05, utilizando acido salicilico como farmaco modelo, donde se pudo observar que
para el hidrogel P4-10 Ia liberacion fue rapida en el medio basico, completandose en un
intervalo de 8 h, cuando se exponen al medio 4cido la liberacion es minima ya que el
hidrogel se encuentra contraido impidiendo la liberacion del farmaco. (Figura 4). Para
el hidrogel P10-05 se liber6 una cantidad minima en el medio gastrico y en el medio
intestinal la liberacion es considerable y se ve influenciada por la temperatura; si esta
debajo de su LCST la liberacion es sostenida, ya que la red del polimero se expande.
Cuando la temperatura del medio es aumentada por arriba de su LCST el hidrogel se

contrae resultando que la liberacion sea minima (Figura 5).

—e—pH 1.2,37°C
—e—pH 1.2,25°C
—m—pH 1.2,37°C

—m—pH 7.4, 25°C

Fraccion Liberada

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)

Figura 4. Cinética de liberacion de acido salicilico a 25 y 37mC en dos medios de diferentes
pH: 1.2 y 7.4, para el hidrogel C04-10.
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—m— pH7.4, 25°C
—m—pH7.4, 37°C
0.8 S —&—pH1.2, 25°C

—&—pH1.2, 37°C

Fraccién liberada

Tiempo (horas)

Figura 5. Cinética de liberacion de acido salicilico a 25 y 37mC en dos medios de
diferentes pH: 1.2 y 7.4, para el hidrogel C10-05.

Otra area de suma importancia sobre la liberacion a pH y sitio especifico son los
sistemas de entrega en colon. Aunque la ingesta oral de firmacos ha sido aceptada como
la via de administracion tradicional, el tracto gastrointestinal presenta multiples sitios
para la absorcion de farmacos. La entrega de estos de manera directa en el colon ha
incrementado su importancia no solo para el tratamiento de enfermedades locales
asociadas con el colon, sino también por su potencial para la entrega de proteinas y

péptidos terapéuticos.

Para alcanzar una liberacién adecuada en colon, un farmaco necesita estar
protegido de absorcion y/o el medio ambiente del TGI alto y por consiguiente ser
abruptamente liberado dentro de la porcion proximal del colon, donde es considerado el

sitio Optimo para que se lleve a cabo dicha entrega.

La liberacion de farmacos directa en el colon esta considerada para

enfermedades especificas del mismo tales como: la enfermedad de Chron, colitis
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ulcerosa, cancer colorectal y amebiasis. Péptidos, proteinas y oligonucledtidos son los
candidatos para este tipo de liberacion. Los sistemas de entrega mejorados
tecnoldgicamente son requeridos para farmacos que se utilizan para tratar enfermedades
propias del colon. Los avances sobre farmacos que llegan directo al sitio diana
(especificamente a colon enfermo) reducen la incidencia de reacciones adversas
sistémicas, menor dosis del farmaco, suministracion del farmaco a la biofase solo
cuando es requerido y mantenimiento del firmaco en su forma intacta tanto como sea

posible al sitio especifico.

En el siglo XVII un farmacéutico francés llamado Baume, introdujo
mantequilla de cocoa como vehiculo para la preparacion de supositorios, gracias a esto
se logr6 un avance en el uso de la via rectal para la administracion de farmacos. Ademas
de estos existen actualmente otros vehiculos para la entrega de farmacos. La
administracion rectal puede ser utilizada tanto para efectos locales como para efectos
sistémicos. Dependiendo de la naturaleza del vehiculo y del farmaco, estan
envolucrados distintos mecanismos de liberacion, los cuales dependen tanto de la
solubilidad del farmaco (como indometacina, que tienen baja solubilidad en agua y alta
solubilidad en grasa) como de la ionizacién del mismo, esta a su vez dependiente del

pH, que en el caso del colon radica entre un 7.5 a 8.0.'

La indometacina (Figura 6) es un firmaco no esteroideo con propiedades
antiinflamatorias, antipiréticas y analgésicas. No es un analgésico simple, y, debido a
sus posibles reacciones adversas, no debe utilizarse para problemas triviales o menores.
Esta indicada para el tratamiento de artritis reumatoidea, espondilitis anquilosante
(reumatoidea), artrosis, bursitis, tendinitis, artritis gotosa y conducto arterioso
persistente en prematuros. Se absorbe rapidamente después de la administracién oral;

los niveles plasmaticos méaximos se alcanzan en 2 horas; el 97% del fArmaco se une a
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las proteinas. Su vida media es de 2.6 a 11.2 horas; del 10 al 20% del farmaco se excreta
sin alteraciones por orina. Como es un farmaco potente y puede causar efectos adversos
severos, debe considerarse cuidadosamente para el tratamiento de una enfermedad
activa que no responde a un ensayo adecuado con salicilatos y otras medidas
convencionales, como el reposo adecuado. Esta contraindicada en nifios, embarazo,

problemas gastrointestinales e individuos alérgicos a la aspirina.’

1.2  OBJETIVOS

Generales:

Utilizar hidrogeles sensibles a la temperatura y al pH a base de NIPAAm
copolimerizados con metacrilatos de carboxialquilo con cadenas hidrofobicas de
diferentes longitudes para la realizacion estudios de liberacion controlada sensible al pH

de indometacina y estudios de liberacion pulsatil controlada por la temperatura.

Especificos
1. Evaluar el comportamiento de hinchamiento de los geles con respecto al pH.
2. Estudiar el efecto de la composicion (comondmero y proporcion) en la
cinéticas de liberacion de indometacina controlada por el pH.
3. Realizar estudios de liberacion pulsatil controlados por la temperatura de los
geles bajo estudio. Estudiar el efecto de la composicion.
1.3 JUSTIFICACION
En el presente trabajo se sintetizaron los hidrogeles copolimerizando NIPPAm
junto con metacrilatos de carboxialquilo. De esta forma se introduciré sensibilidad al pH
al material. El caracter hidrofobico de los mondmeros acidos permitird mantener la

hidrofobicidad del material y por lo tanto mantener la LCST cerca de la temperatura
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corporal. De igual manera se espera que la transicion de hinchamiento se mantenga, esto
es que la diferencia en Q entre el estado hinchado y colapsado sea suficiente para
controlar la liberaciéon de farmacos. Con dichos materiales se pueden obtener sistemas
de liberacion de farmacos sensibles al pH y por tanto con aplicacion en la liberacion
especifica de sitio en el tracto gastrointestinal. Por otro lada la sensibilidad a la
temperatura permite la liberacion de farmacos de manera pulsatil, lo cual puede ser de
beneficio para la farmacoterapia. Se eligié a la indometacina como farmaco modelo ya
que es un fairmaco muy poco soluble en agua y por tanto es un foirmaco que presenta
problemas para su formulacion y baja biodisponibilidad. Por otra parte al ser un
antipirético es interesante estudiar si el control de la fiebre puede controlar la liberacion

del farmaco.
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EXPERIMENTAL



2.1 MATERIALY EQUIPO

Agitador magnético

Agitadores DYLASTIR® VWR

Balanza analitica DENVER INSTRUMENT

Bafio a temperatura controlada VWR™

Bomba para vacio

Espectrofotometro DU%520 BECKMAN COULTER
Estufa para vacio VWR™

Papel filtro 1 WHATMAN®

Papel PARAFILM™

Potenciometro CORNING INC.

Recirculador de temperatura constante COLE PALMER*
Recirculador de temperatura constante LAUDA BRINKMANN*
Ultrasonido

Vaso con chaqueta de 1000ml KONTES

Vaso de precipitado de 250 ml



2.2 REACTIVOS

ALDRICH grado USP:

Indometacina

FERMONT grado reactivo:

Acido clorhidrico

Fosfato monobadsico de potasio

LABGUARD grado reactivo:

Cloruro de sodio

SPECTRUM grado reactivo:

Metanol

Etanol

TCI-EP grado reactivo:

N-isopropilacrilamida

Hidroxido de sodio

Agua desionizada

Monémeros obtenidos segin técnica previamente reportada.’
Acido metacrioloiloxipentanoico, sal de potasio (M4K)
Acido metacrioloiloxioctanoico, sal de potasio (M7K)

Acido metacrioloiloxiundecanoico, sal de potasio (M10K)

16
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2.3 EFECTO DEL pH EN EL HINCHAMIENTO EN EL EQUILIBRIO

Se realizaron pruebas para evaluar la cinética de hinchamiento de los hidrogeles
preparados con anterioridad: PN100, P4-05, P4-10, P7-05, P7-10, P10-05 y P10-10; lo
anterior respecto al pH. Se prepararon medios fisioldgicos simulados con metodologia
ya reportada®, donde los valores de pH estudiados fueron: 3,4, 5,6,7,8,9,10y 11. Se
utilizd el bafo con agitacidon con temperatura controlada a (37°C y 50 rpm),
colocandose un hidrogel por especie (previamente pesados en seco) en vasos de
precipitado de 250 mL con 50 mL del medio correspondiente, cubriéndolos con papel
Parafilm™ para proteccion durante 24 h.(Figura 7). Una vez transcurrido dicho tiempo
se obtuvo el peso de los geles himedos para determinar la diferencia

gravimétricamente.

Figura 6. a) Bafio con control de temperatura y rpm. b) Vasos con los distintos
hidrogeles

Se obtuvo Q con la siguiente formula:

Q_(Wgelhumedo — Wgelseco)

Wgelseco

siendo: Q0= grado de hinchamiento, W= peso
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2.4 CARGADO DE LOS GELES

Se prepar6 una solucidon de indometacina en etanol con una concentracion de 10
mg/mL. Se obtuvo el peso seco de cada hidrogel (P4-05, P4-10, P7-05, P7-10, P10-05 y
P10-10) y se colocaron en viales de vidrio; posteriormente se afladieron 10 mL de la
solucion de indometacina. Se mantuvieron en dicha solucion durante 24 h. para después
ser extraidos y secados al vacio a 40#rC durante 24 h.. Cada disco fue pesado
nuevamente, y enseguida se determin6 la cantidad de firmaco cargado

gravimétricamente (por diferencias de peso).

2.5 LIBERACION CONTROLADA DEL FARMACO

La liberacion controlada de indometacina se llevd a cabo estudiando el
comportamiento de dos hidrogeles: P4-10 y P10-05 bajo dos distintas temperaturas:
25°Cy 37°Cy pH simulado gastrico (1.2) e intestinal (7.4) sin enzimas, preparados con
metodologia ya reportada® (1000 ml, sin enzimas). Fue necesario filtrar al vacio con
ultrasonido los medios fisioldgicos simulados (gastrico e intestinal). El sistema se armo
con un recirculador con control de temperatura y dos vasos con chaqueta para
recirculacion de agua con capacidad de 500 ml y mangueras de latex para flujo de agua.
Se vertieron 200 ml del medio correspondiente en cada vaso, ya que las liberaciones
fueron realizadas por duplicado. Enseguida se colocé un agitador magnético en cada
uno de los vasos. Fue necesario encender el recirculador y el agitador 15 min previos al
inicio de la liberacion para estabilizar la temperatura. Se colocé el hidrogel previamente

cargado con farmaco en los vasos y se dejaron agitando.
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Figura 7. Recirculadores de agua para mantenimiento de temperatura a)LAUDA
BRINKMANN* y b) COLE PALMER *

Las muestras se tomaron cada 15 min durante la primer hora y después con
intervalos de 1 h durante 12 h y finalizando con una muestra a las 24 h. Se inici6 con
los geles P10-05 a pH intestinal (7.4) a 25 °C y 37°C, continuando con los geles P4-10
bajo las mismas condiciones. Por tltimo se concluyd realizando liberaciones a pH
gastrico (1.2) con los geles P10-05 a 25°C y 37°C. De cada vaso se tomaron alicuotas
de 5 ml (con reposicion de volumen), se almacenaron a 4mrC en tubos de ensayo
previamente etiquetados y se leyeron al dia siguiente. Las lecturas se realizaron a una
longitud de onda de 264 nm en un espectrofotdémetro UV-VIS utilizando medio gastrico
e intestinal como blanco seglin corresponda. Para el gel C10-05 se realizaron estudios a
pH 8.0.

2.6 LIBERACION PULSATIL DE INDOMETACINA

La liberacién pulsatil de indometacina fue realizada en tres de los geles

preparados previamente (P4-05, P7-05 y P10-05) y con medio intestinal simulado

(pH=7.4), el cual fue filtrado al vacio con ultrasonido. Para la liberaciéon del farmaco se
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armo el sistema de la misma manera que se hizo anteriormente, solo que por duplicado,
es decir utilizando dos recirculadores de agua; el primero de ellos mantuvo la
temperatura a 25°C, mientras que el segundo a 45°C. Se vertieron 200 mL del medio
intestinal en cada vaso con capacidad de 500 ml. El sistema se encendié
aproximadamente 15 minutos antes de iniciar junto con el agitador magnético para
estabilizar la temperatura del agua. La liberacion pulsatil de indometacina se llevo a
cabo durante 6 h, es decir 3 ciclos de 2 h cada uno. El hidrogel en cuestién, cargado y
pesado previamente, se colocd primero a 25°C durante 1 h, tomandose muestras
volumétricas de 5 ml cada 30 min. Una vez concluido dicho tiempo, el hidrogel fue
trasladado con ayuda de una espatula al segundo sistema (45°C), donde de igual manera
se mantuvo 1 h, tomando muestras de 5 ml cada 15 min. Las muestras se colocaron en
tubos de ensayo con rosca a 4 °C y se leyeron al dia siguiente en el espectrofotdémetro
UV/VIS a 264 nm.

Este procedimiento se llevo a cabo 3 veces, ya que se utilizaron 3 hidrogeles

diferentes.

Figura 8. Espectrofotometro UV/VIS Beckman Coulter®

2.7 LIBERACION ESPECIFICA DE SITIO CONTROLADA POR EL pH.

Se realiz6 una liberacion de forma controlada y especifica, una vez terminados

los estudios de liberacion pulsatil. Dicha liberacion se llevo a cabo con el hidrogel C10-
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05 a un pH= 8 durante 12 h continuas a 37°C, tomando muestras cada 15 min la primera
hora y prosiguiendo con intervalos de 1 h hasta completar 12 h. Una vez concluido
dicho tiempo se obtuvo una muestra a las 24 h. Todas las alicuotas fueron tomadas con
pipetas volumétricas de 5 ml y mantenidas a una temperatura de 4°C en tubos de
ensay0 previamente rotulados. Dichas muestras fueron leidas al dia siguiente en el
espectrofotometro UV-VIS a 264 nm.

Por ultimo y para corroborar el comportamiento de los hidrogeles, se realiz6 una
liberacion con el hidrogel C04-10 bajo un pH de 1.2 durante 6 h a 37°C, donde las
primeras cuatro muestras se tomaron cada 15 min y el resto cada hora durante el tiempo
ya mencionado. Al concluir la liberacion se obtuvo una muestra final a las 24 h. Las
muestras obtenidas fueron almacenadas y leidas de la misma manera que en el resto de

las liberaciones



I11. RESULTADOS
Y DISCUSION
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3.1 EFECTO DEL pH EN EL HINCHAMIENTO AL EQUILIBRIO

Tal como se observa en la Figura 8, el hidrogel que obtuvo el grado de
hinchamiento (Q) mas elevado fue el C04-10 a un pH= 8, mientras que el hidrogel que
presento la Q mas pequefia fue el C10-10. Lo anterior se debe a que a menor pH los
grupos carboxilicos se encuentran no ionizados y los metacrilatos de carboxialquilo
tienen un caracter hidrofébico, una vez que el pH aumenta (en promedio a partir de un
pH=6), los grupos carboxilicos se ionizan, permitiendo que los metacrilatos de
carboxialquilo presenten un comportamiento hidrofilico. En el hidrogel C04-10 la
polaridad producida por el grupo carboxilato tiene un mayor “peso” que la
hidrofobicidad de la cadena alifatica, por lo que a mayor proporcion del mondémero
acido en el gel mayor hidrofilicidad, lo que se demuestra al tener el mayor Q. También
se afecta el pH de transicion ya que hay menos interacciones hidrofobicas facilitando la
transicion. A medida que se incrementa el fiarmaco de la cadena, incrementa la

hidrofobicidad indicado por un menor Q y un mayor pH de transicion.

8 _
6 —— P04-05
—=—P04-10
g 4 - P07-05
5 P0O7-10
—x—P10-05
0 : i . |—e—P10-10

0 5 10 15 | —— NIPAAmM

pH

Figura 9. Q con respecto al pH de las diferentes especies de hidrogeles.
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3.2 LIBERACION CONTROLADA DEL FARMACO

Los hidrogeles utilizados para la liberacion controlada de indometacina fueron C4-10
(pH=7.4, T=25°C y 37°C) y C10-05 (pH=1.2 y 7.4, T=25°C y 37°C) obteniéndose la
fraccion liberada de farmaco (Wfliberado/Wfcargado) durante 12 h (ver Figura 10). Los
resultados obtenidos demuestran que la liberacion de indometacina fue mayor en el
hidrogel C04-10 a un pH intestinal (7.4) y bajo ambas temperaturas, aunque de manera
mucho mas evidente a 25°C. El hidrogel C10-05 se ubica en el segundo sitio
permitiendo la liberacion del fArmaco mayormente a 25°C. Dichos hidrogeles bajo el
mismo pH a 37°C, se colocaron en el tercer y cuarto sitio respectivamente.

Se realiz6 una liberacion demostrativa con el hidrogel C10-05 bajo ambas temperaturas

a pH gastrico (1.2) durante 6 h, donde la fraccion liberada fue minima.

1.2

—e— P10-05, pH7.4, 37 oC
—m— P10-05, pH7.4, 25 oC
—a—P4-10, pH 7.4, 37 oC
P4-10, pH 7.4, 25 oC
—x%— P10-05,pH 1.2, 37 oC
—@— P10-05, pH 1.2, 25 oC

Fraccion liberada

Tiempo (h)

Figura 10. Liberacion controlada de indometacina de dos distintas especies de
hidrogeles a T=25°Cy 37°Cy pH=1.2y 7.4.
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Los resultados obtenidos demuestran que a mayor pH los hidrogeles presentan un
caracter hidrofilico, por lo que la fraccion liberada de indometacina aumenta debido a la
ionizacion de los grupos carboxilicos. Lo anterior se hace mas evidente a una
temperatura de 25 °C ya que el gel a esta temperatura se encuentra hinchado. Una

liberacion minima se observa en las condiciones en las que los geles estdn colapsados.

3.3 LIBERACION PULSATIL DEL FARMACO

Como ya se explicd con anterioridad, los hidrogeles utilizados para esta
liberacion fueron: P4-05, P7-05 y P10-05. De cada uno de los geles se obtuvo el Q con
respecto al tiempo, la velocidad de liberacion del farmaco y la fraccion liberada del
mismo.

El Qde cada hidrogel estudiado (Ver figura 11,12 y 13), muestra los pulsos que
presentaron durante los cambios de temperatura a lo largo de los 3 ciclos. Las graficas
demuestran que el comportamiento general de los 3 hidrogeles fue ir de hinchado a

colapsado cuando se mantuvieron a una temperatura de 25°Cy 37°C respectivamente.

i ( e 29°C
Jrec

|:I T T T 1
1] 100 200 300 400

TIEMPOC {min)

| S I N = M o
1

—
1

Figura 11. Qdel hidrogel P04-10 a 25°Cy 37°C durante 3 ciclos.
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Figura 12. Q del hidrogel P07-05 a 25°C y 37°C durante 3 ciclos
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Figura 13. Q del hidrogel P10-05 a 25°C y 37°C durante 3 ciclos

La velocidad de liberacion de indometacina presentada por los tres especimenes
estudiados (Figuras 13, 14 y 15) fue muy similar, con algunas diferencias derivadas
principalmente del tamafio de la cadena del metacrilato de carboxialquilo. Se obtuvieron
evidentes liberaciones al disminuir la temperatura a 25°C, lo cual representa un efecto
negativo; por otro lado al aumentar la temperatura a 37°C (efecto positivo) las graficas

muestran ciertos pulsos en los que se liberaron pequeias cantidades de indometacina. El
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comportamiento de los tres hidrogeles estudiados fue muy parecido entre si, liberando
cantidades proporcionalmente similares durante la primer hora, tal como lo muestran las

graficas.

= 0.2 A m 25°C
= p 3G
(X}
i 015 A
T
25 01
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= 005
=]
=
:1 I:I b T T 1 T 1
0 1 2 3 4 5 B 7

Tiempo {(h)

Figura 14. Velocidad de liberacion pulsatil del hidrogel P04-10 durante tres ciclos a
25°Cy 37°C.

m 25°C
0.2 - m 37°C

Velocidad de liberacion

Tiempo (h)

Figural5s. Velocidad de liberacion pulsatil del hidrogel PO7-05 durante tres ciclos a
25°Cy 37°C.
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Figural6. Velocidad de liberacion pulsatil del hidrogel P10-05 durante tres ciclos a
25°Cy 37°C.

El Gltimo parametro analizado fue la fraccion liberada de indometacina durante
los ciclos realizados. Tal como lo muestran las graficas (Figura 17,18 y 19) el gel que
liberd una cantidad de fArmaco mayor durante la primera hora fue el P04-10, seguido

del C10-05. En tercer sitio se encuentra el hidrogel P07-05

0.35
0.3 -
0.25 o
0.2 -
0.15 A
0.1 -
0.0s

I:I T T T T T T 1
a 1 2 3 4 5 B 7

Tiempo {h)

Fraccian liberada

Figural7. Fraccion liberada de indometacina del hidrogel P04-10 durante tres ciclos a
25°Cy 37°C.
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Figural8. Fraccion liberada de indometacina del hidrogel PO7-05 durante tres ciclos a
25°Cy 37°C.
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Figural9. Fraccion liberada de indometacina del hidrogel P10-05 durante tres ciclos a
25°Cy 37°C.

3.4 LIBERACION ESPECIFICA DE SITIO CONTROLADA POR EL pH
Después de realizar una liberacioén controlada a pH 8.0, podemos observar en la
Figura 20 que el hidrogel P10-05 mostré una marcada hidrofilicidad y liber6 al farmaco

de forma gradual y continua durante las 12 horas de dicha liberacion. La composicion
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del hidrogel P10-05 es idonea para la liberacion controlada y sostenida de farmacos a un

pH alcalino, lo cual se puede aplicar para liberacion especifica a nivel de colon.

Promedio de farmaco

208

g 05

£ 04

0.4
03 +
oy

0.3
0.z
01

h

10 13 20

Tiempo {h)

Figura 20. Libracion controlada del hidrogel P10-05 a pH= 8.

Por otro lado se llevd a cabo una liberacion de manera similar a la anterior,

utilizando el hidrogel P04-10 a pH de 1.2 y 37°C durante 6 h. Se grafico la fraccion

liberada de indometacina durante dicho tiempo y tal como se observa en la Figura 21, la

cantidad liberada fue muy pequefia e inconstante. Esta liberacion se realizdo de manera

demostrativa para corroborar la influencia del pH en el hinchamiento de los hidrogeles.

Fraccion liberada

0.03
0.024
0.0z
0.014
0.01
a.0as

-

4 B a
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Figura 21. Liberacion controlada del hidrogel C4-10 a pH=1.2.
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Se prepararon hidrogeles de NIPPAm con metacrilatos de carboxialquilo con
cadenas alifaticas de tres longitudes diferentes 4, 7 y 10 carbonos y distintas
composiciones molares de los metacrilatos (C4-05, C4-10, C7-05, C7-10, C10-05 y
C10-10); con caracteristicas diferentes como sensibilidad al pH y a la temperatura. Se
realizaron pruebas de hinchamiento con respecto al pH para todas las especies de
hidrogeles y trabajando con C04-10 y C10-05 para liberacion controlada y con C04-05,
C7-05 y C10-05 para liberacion pulsatil del farmaco modelo.

En base a los resultados sabemos que el hidrogel que obtuvo el Q mas elevado
fue el C04-10 a un pH de 8, mientras que el C10-10 que presentd la Q mas pequeiia, ya
que a mayor pH los grupos carboxilicos se encuentran ionizados y los metacrilatos de
carboxialquilo tienen un carécter hidrofilico. Por lo tanto, a mayor hidrofobicidad
menor Q y mayor temperatura de transicion, por lo que se puede ajustar el equilibrio
hinchado-colapsado de los hidrogeles al pH y temperatura requerida para liberacion
sostenida ajustando la composicidon de los mismos.

Los hidrogeles liberan el firmaco modelo bajo las condiciones en las que se
encuentran hinchados, es decir a una temperatura de 37°C y un pH de 7.4, evitdndose la
liberacion a pH de 1.2, por lo que tienen aplicacion para liberacidon especifica en el
intestino delgado.

En el caso de ser suficientemente hidrofobica (C10-05) la liberacion ocurre a un
pH mas alto (8.0) por lo tanto pueden aplicarse para liberacion en el colon.

La liberacion pulsatil resulto erratica. En la mayoria de los casos esta ocurre a
25°C y no a 37°C (control negativo) aunque en algunos casos no se observan pulsos de

liberacion.
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Se recomienda, como trabajo futuro, estudiar la liberacion de péptidos y

proteinas con esta serie de materiales poliméricos.
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