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SIGLAS.

AIBN: 2,2 -azobisisobutironitrilo.

DLS: Dynamic Light Scattering, Difusién Dinamica de Luz.

EGDMA: Dimetacrilato de Etilen Glicol.

EPA: Environmental Protection Agency. Agencia de Proteccion Ambiental.

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations. Organizacién de Alimentos
y Agricultura de las Naciones Unidas.

FTIR: Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier

GABA: Acido Gama-Aminobutirico.

HEMA: 2-hidroximetimetacrilato

IUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry. Unidn Internacional de
Quimica Pura y Aplicada.

IR: Infrarrojo.

MIP: Molecular Imprinted Polymer, Polimero de Impresion Molecular.

MIP 1:1:20, MIP 1:1: MIP que indica que el polimero se sintetizé utilizando un equivalente
del templado, uno de MMA y veinte de PETA, respectivamente a 65°C.

MIP-UV 1:1:20, MIP-UV 1:1: MIP con las mismas proporciones molares del anterior y la
terminacion —UV indica que la polimerizacién se inici6 con luz ultravioleta, a 4°C.

MIP 1:4:20, MIP 1:4: MIP donde 1 corresponde a la proporcién molar de ivermectina, 4 la
proporcion molar de MMA y 20 la proporcién molar de PETA, sintetizado a 65°C.

MMA: Acido Metacrilico.

NIP: No Imprinted Polymer, Polimero no Impreso.

PETA: Triacrilato de Petraeritrol.

PIM: Proceso de Impresion Molecular.

PLA: Acido Polilactico.

PLGA: Acido Polilactico-Glicélico.

SLM: Sistema de Liberacion Modificada.
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Resumen

1. RESUMEN.

La infestacion por garrapatas es uno de los principales problemas que afectan al ganado
bovino en regiones tropicales y subtropicales, donde las garrapatas, asi como los
agentes que transmiten, afectan la economia del sector ganadero siendo una de las
mayores dificultades; la resistencia que presentan las garrapatas frente a la variedad de

ixodicidas utilizados en los tratamientos comunes.

Ante el inconveniente que involucra el disefio de nuevos farmacos debido a sus altos
requerimientos de tiempo y dinero, se ha presentado en afios recientes como alternativa,
el desarrollo de formas farmacéuticas “inteligentes” que controlen la liberacién de su
activo para mejorar la eficiencia del mismo, con el objetivo de darle un valor agregado a
los farmacos ya existentes, es una alternativa que pretende mejorar la relaciéon costo-

beneficio en el desarrollo de medicamentos.

La tecnologia de impresion molecular ha demostrado gran potencial para el desarrollo de
sistemas de liberacién modificada de farmacos y aunque su aplicacién en este campo es

reciente, esta llamando la atencién de muchos grupos de investigadores.

Como respuesta ante la problematica de desarrollar nuevos medicamentos para el
tratamiento contra la garrapata, en este ensayo se propone utilizar la tecnologia de
impresidon molecular para el desarrollo de un sistema de liberacion controlada de

ivermectina que satisfaga las necesidades del sector ganadero en este ambito.

Asi es que para el desarrollo de este trabajo se sintetizaron tres variedades de polimeros
de impresion; MIP 1:4:20, MIP 1:1:20 y MIP-UV 1:1:20, para la liberacion prolongada de
ivermectina, utilizando la técnica de impresion molecular por el método de bloque. Se
obtuvieron estos polimeros utilizando triacrilato de petraeritrol (PETA) como agente
entrecruzador, ivermectina como templado y diferentes proporciones molares de acido

metacrilico (MMA) que es el monémero funcional.

Una vez que se obtuvieron los polimeros se retird la ivermectina, que fungié como

templado, mediante agitacién con etanol y recirculacion del mismo disolvente mediante el



Resumen

sistema soxhlet. La eliminacién del templado fue seguida mediante espectroscopia de UV-
Visible.

Se examinaron diferentes variedades de polimeros analizando distribucion del tamafo de
particula. Para evaluar el efecto de la cantidad de MMA y la temperatura de sintesis en el
proceso de impresion; se analizaron los espectros infrarrojos de los diferentes polimeros y
se llevaron a cabo estudios de adsorcion de ivermectina a los cuales se les aplicaron
modelos de isotermas que permitieron valorar la capacidad de reconocimiento molecular
de los polimeros hacia su horma. Se encontré que las diferencias en la capacidad de
reconocimiento son causadas principalmente por la cantidad de MMA mientras que las
variaciones en la temperatura durante la sintesis no afectan en forma significativa la

habilidad de reconocimiento de los polimeros molecularmente impresos.

Finalmente se determind el mecanismo de liberacién de ivermectina in vitro aplicando el
modelo cinético de Peppas-Sahlin, a los perfiles de liberacién obtenidos, donde resulté
que en el polimero MIP 1:4:20 gobierna la capacidad de reconocimiento y no desarrollé un
perfil de liberacion deseado y que el polimero MIP-UV 1:1:20 es capaz de prolongar la
liberacion por mas tiempo que el MIP 1:1:20. Ademas se concluyé que ambos polimeros
(MIP-UV 1:1:20 y MIP 1:1:20) son candidatos potenciales para el desarrollo de un SLM de

liberacion prolongada de ivermectina.
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2. INTRODUCCION.

Las garrapatas figuran como uno de los ectoparasitos de mayor importancia en la
economia mundial, esto debido a las pérdidas que ocasiona en la produccion y desarrollo
del ganado bovino, caprino, lanar y equino. Provocando graves alteraciones en el ganado,
disminuyendo su productividad y la calidad de sus productos afectando de manera

importante la economia ganadera1.

Ademas de los danos a la piel, las garrapatas pueden transmitir otras enfermedades
asociadas como babesiosis 0 anaplasmosis. Ha sido estimado, que el costo global y
enfermedades relacionadas a infecciones con garrapatas se encuentra entre 13.9 y 18.7

billones de dolares anuales?.

La deteccién de cepas de garrapatas resistentes a los acaricidas comercializados para su
control es uno de los principales problemas sobre todo en paises con ambientes propicios
para el desarrollo del parasito ya que requieren tratamientos bien controlados y
prolongados para que su control sea efectivo. Los tratamientos prolongados y en
ocasiones mal controlados son los principales factores para el desarrollo de resistencia
por parte del parasito. La resistencia incrementa gravemente el riesgo de difusion del
parasito en zonas controladas y ademas complica su control y erradicacién en zonas que

aun se encuentran infestadas.

La relacién entre el descubrimiento de nuevas moléculas insecticidas y la aparicién de
especies resistentes a estas nuevas moléculas, se caracteriza por que la resistencia se
presenta cada vez en periodos mas cortos al paso de los afos, ademas considerando que
el desarrollo de nuevos farmacos involucra costos de tiempo y dinero muy altos, el disefio
de medicamentos que permitan una liberacion prolongada del principio activo ofrecen una
alternativa interesante al darle un valor agregado a las moléculas activas ya existentes, lo
que disminuye los costos de manera importante y permite reducir efectos de toxicidad y

resistencia.

La impresién molecular es una técnica que consiste en la sintesis de un polimero que
contiene una molécula llamada: molécula horma, que tiene la capacidad de
reconocimiento molecular. Este tipo de materiales se ha aplicado a diferentes areas como
la cromatografia como fases estacionarias, como anticuerpos artificiales, como

3
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catalizadores y una de sus mas recientes y atractivas aplicaciones se ha presentado en
el area farmacéutica como sistemas de liberacion prolongada de farmacos, permitiendo
modificar el perfil de liberacion del principio activo en funciéon de la composicion de la

matriz polimérica®.

Asi que en el desarrollo de este trabajo, se propone utilizar la técnica de impresion
molecular, para obtener polimeros impresos o0 estampados, que contengan ixodicidas
(también llamados acaricidas) que permita proponer un sistema de liberacion prolongada,
capaz de aplicarse de manera efectiva en el tratamiento contra las garrapatas que
infestan el ganado bovino.
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3. ANTECEDENTES.
3.1.LA GARRAPATA.

A nivel mundial, las garrapatas representan uno de los ectoparasitos de gran impacto
economico, debido a las pérdidas que provoca a la industria ganadera, ya que al
momento de alimentarse, la garrapata lesiona la piel de su anfitrion disminuyendo asi la
calidad de la piel; y al chupar su sangre, los animales infestados presentan disminucion
de peso y/o anemia disminuyendo la produccion de carne y leche provocando incluso la
muerte de los animales. Adicionalmente, las heridas causadas en la piel, pueden atraer

moscas causantes de la miasis®.

Ademas, las garrapatas pueden transmitir enfermedades asociadas como son; babesiosis
(causada por los protozoarios Babesia bigemina y Babesia Boris) o anaplasmosis
(causada por el protozoario Anaplasma marginale). Estos agentes se ubican en el interior

del glébulo rojo y al destruirlo, originan la anemia’.

La infeccion por garrapatas se origind en Asia, donde se desarrollé en el ganado cebuino
(Bos indicus)6, debido a que evolucionaron de manera conjunta los bovinos indicos
desarrollaron cierto grado de resistencia, por lo que la infeccion es mas abundante en

bovinos de especies europeas (Bos taurus), que resultan mas susceptibles.

La garrapata esta distribuida por todo el mundo, puede ser encontrada en regiones
tropicales y subtropicales, dentro de las que se encuentran muchos paises de Centro y

Sudamérica incluyendo a México’.

La FAO (Food and Agriculture Organitation of the United Nations) menciona que las
pérdidas econdmicas atribuidas a B. microplus (figura 1) por disminucién en la ganancia
de peso se ha estimado en 7.3 US ddlares/animal/afo y se estima que en México las
garrapatas y enfermedades que transmiten producen pérdidas a la ganaderia bovina de

aproximadamente 48 millones de délares (USD) anuales®.
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Figura 1.Garrapata Rhipicephalus (Boophilus), microplus (tomada de: http://www.inta.gov.ar)

El ciclo de vida se presenta en cuatro fases; huevo, larva, ninfa y adulto; como se muestra
en la Figura 2. Inicia con el desprendimiento de la hembra fecundada y repleta de sangre
se cae del animal huésped y deposita en lugares protegidos en el suelo entre 2,000 y
3,000 huevecillos. La hembra muere después de la ovoposicion. Mientras que los machos
no se repletan, sino que siguen comiendo y apareandose en forma sucesiva hasta su

muerte®.

Cuando nacen las larvas colonizan al animal huésped preferentemente en el lomo donde
se alimentan por 4 6 5 dias, la larva repleta de sangre se deja caer, muda a ninfa. Las
ninfas colonizan a un segundo huésped, se alimentan de 10 a 15 dias y luego vuelven a
abandonarlo para transformarse en machos y hembras adultas. Después busca otro

huésped para cumplir con la ultima fase de su vida.

Las dos especies del género Boophilus spp, reportadas en México. (B. annulatus y B.
microplus), son garrapatas de un huésped, dura generalmente tres semanas, incluyendo
sus dos mudas (de larva a ninfa, de ninfa a adulta), realiza todas sus mudas en el mismo

animal'®.
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Figura 2. Ciclo Biolégico de la Garrapata. (tomado de: http://www.basf.cl/agro/programas/cont ar.html)"
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3.1.1. Resistencia de la Garrapata.
El control de la garrapata a través del uso de sustancias quimicas, ha sido la principal
herramienta en el tratamiento contra este parasito. Se han empleado productos
pertenecientes a diversas familias quimicas, como son compuestos arsenicales, clorados,
organofosforados, carbamatos, amidinas y piretroides. Sin embargo, el uso frecuente de
estos productos genera una seleccidon genética en las garrapatas, dando como resultado

cepas de garrapatas resistentes.

Existe un patrén de desarrollo exponencial entre el descubrimiento de nuevos insecticidas
y el desarrollo de especies resistentes a estos nuevos productos, que se caracteriza por
ocurrir a través de los afios en un periodo de tiempo cada vez menor. Este fenémeno
conlleva a la busqueda de estudios epidemiolégicos sobre el fendmeno de resistencia de
la garrapata, ademas de crear la necesidad de encontrar otras alternativas que permitan
su control'%.

El desarrollo de nuevos acaricidas implica gastos econdmicos importantes y estudios
cada vez mas complejos, lo que indica que es necesario alargar al maximo la vida util de
los acaricidas desarrollados, es por esta razébn que son importantes estudios que
permitan la aplicacion de productos efectivos y con las concentraciones adecuadas de

modo que se retrase la aparicion de resistencia.

3.1.2. Control de la Garrapata.
Las razones principales del control de la garrapata, son para proteger el ganado y a su
vez las pérdidas de produccion, por lesiones e infecciones. Tiene como objetivo evitar la
propagacion de los parasitos hacia aquellas zonas no afectadas o controladas. De
acuerdo a su naturaleza, estan clasificados como quimicos, biolégicos, genéticos y
naturales’.
3.1.2.1. Control Quimico:
Hasta el momento el uso de sustancias acaricidas es el método mas difundido en el
mundo, el control quimico esta dirigido a las etapas de vida libre del parasito para evitar

reinfecciones por las larvas que se encuentran en las pasturas.

En México, actualmente se utilizan 6 grupos quimicos para el control de la garrapata, que
se dividen en: Organofosforados, Piretroides, Amidinas, Endectocidas, Fenilpirazolonas, e

7
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inhibidores de desarrollo, ademas de las mezclas cuyo uso debe ser cuidadoso, ya que
aumentan el riesgo de incrementar la velocidad del efecto de resistencia®. En la tabla
siguiente se ilustran algunos de los productos autorizados para el control de la garrapata

en México.

Tabla 1. Productos autorizados para el control de la garrapata en México.

FAMILIA PRINCIPIO ACTIVO PRODUCTO LABORATORIO FORMA DE
COMERCIAL APLICACION.
Bombard | | Fort Dodge
Amidinas Amitraz Aspersion/Inmersion
Gamitraz Pfizer
Baymec prolong Bayer
Ivermectina
. Schering-
Endectocidas Coopermec Plough Inyectable
| Moxidectina || CydectinNF || Fort Dodge |
| Doramectina [| Dectomax || Pfizer |
| Fenilpirazolonas || Fipronil || Ectoline Pour On || Merial [ Epicutanea
Coumafos Co-Ral Flotable Bayer
Organofosforados — Aspersion/Inmersion
| Clorpirifos || Dursban 24E || Elanco |
| Clorfenvinfos ||  SuponaCE || FortDodge |
| Cipermetrina || Barricade CE || FortDodge | _ _
- - - Aspersién/Inmersion
| Zeta Cipermetrina || Elantik 62.5 || Elanco |
| Flumetrina [| Bayticol P.O. || Bayer |
Piretroides . Ectiban L Pour Schering-
Lamdacyalotrina )
On Plough Epicutanea
| Deltametrina [ Batestop [|  Intervet |
| Alfa Cipermetrina || Ultimate Pour On || Pfizer |
Inhibidores del Fluazurén Acatak Novartis Epicutanea
desarrollo
Flumetrina Bayticol Plus Baver Epicutanea
+Cyflutrina P.O. Y p
Cymiazol .
+Cipermetrina Ectogan Novartis
Mezclas 5 =
ermetrina . - .,
+Clorpirifos Garra ban Mo 29 Lapisa Aspersion/Inmersion
Clorfenvinfos
+Cipermetrina Supocade CE Fort Dodge
*Vacuna Antigeno recgmblngnte Bm86 Gavac Revetmex Inyectable
de Boophilus microplus

*El tema de las vacunas se tratara en el punto 3.7.2.3 control biolégico

Las Endectocidas, son lactonas macrociclicas que incrementan la produccion de acido

gama-aminobutirico (GABA) en el sistema nervioso de los insectos, presentan dos grupos

8




Antecedentes

importantes: las avermectinas que incluyen la avermectina, ivermectina, doramectina y
eprinomectina; y las milbemicinas que incluye a la moxidectina. Las Fenilpirazolonas se
relacionan con las avermectinas por el modo de accidén pues bloquea el paso de iones

cloro a través del receptor GABA?®.

3.1.2.1.1. Ivermectina.

La Ivermectina (5-O-dimetil-22-23-dihidroavermectina A1;) es un antiparasitario de amplio
espectro, el cual se utiliza tradicionalmente contra gusanos pero recientemente ha
demostrado eficacia contra acaros. Grandes cantidades son donadas por Merck para
combatir la ceguera de rio (oncocercosis) en paises de bajos recursos. Usada en
medicina veterinaria a veces mezclada con otros farmacos para cubrir un amplio espectro
de parasitos. Contiene al menos 80% de 22,23-dihidroavermectina B15 y 20% de 22,23-

dihidroavermectina B1p.

[VERMECTINA

Peso molecular: 875.1g/mol
Aspecto: cristales incoloros
Formula Molecular:

C48H74014 (B1a) , CazH72014 (B1b)
Solubilidad en Agua: 4mg/L
Punto de Fusion: 155°C

Se emplea en diversas formulaciones y modos de administracion. En inyecciones
subcutaneas con dosis de 0.2mg/Kg, la persistencia de la ivermectina en plasma animal
presenta una vida media de tres dias. La dosis es mayor en formulaciones pur-on no
acuosa, 0.5mg/Kg. La administracion en formulacion acuosa en bolo intestinal que libera

mas de cuatro meses es de 12.7 mg/dl'a1.
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3.1.2.2. Control Genético y Natural.
Como se menciond anteriormente, las razas europeas de bovinos son mas susceptibles a
la infestacion por garrapatas que los bovinos de razas indicas, por lo que las cruzas entre
ellos resultan en biotipos menos propensos a la infeccién en relacién a los bovinos
europeos. Sin embargo, en aquellas areas muy favorables para el desarrollo de la
garrapata no es posible obtener una ganaderia competitiva sin la implementacion de

métodos de control del parasito®.

La alteracion del medio ambiente mediante la eliminacién de ciertos tipos de vegetacion
ha sido utilizada en el control de la garrapata, al igual que la rotacion de pasturas y
pastizales que ha sido utilizado en el control de B. mucroplus”. Otra de las alternativas
que ha utilizado el ganadero, es la introduccién de depredadores naturales de la
garrapata, como algunas especies de hormigas que han demostrado poseer cierto grado

de eficacia para el control de las garrapatas® .

3.1.2.3. Control Biolégico.
La disponibilidad de productos quimicos para el control de garrapatas es cada vez menor
debido a los altos costos de desarrollo y los problemas de resistencia que involucra, lo
que hace necesario el correcto uso de los acaricidas disponibles para prolongar su vida
util. Ante tal situacién y sumado al impacto ambiental que implica la eliminacion de estos
productos al medio, resulta necesario el desarrollo de nuevos métodos de control,

destacandose el empleo de vacunas recombinantes contra las garrapatas.

Como se puede observar en la parte final de la tabla 1 que contiene los productos
autorizados para el control de la garrapata en México, se encuentra disponible la vacuna
Gavac® (Revetmex) que contiene el antigeno Bm86 que es producido artificialmente
(antigeno recombinante rBm86) y se aplica de forma inyectable®. La vacuna ha mostrado
una efectividad que oscila entre 50 y 82% permitiendo una disminucién de la poblacion de
B. microplus, por lo que este medio de control debe tenerse presente como un elemento
coadyuvante, su utilizacion plantea la disminucién del uso de tratamientos garrapaticidas

con compuestos quimicos, mas no su eliminacion.
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3.2. SISTEMAS DE LIBERACION MODIFICADA (SLM).
Un sistema de liberacion modificada (SLM) es una formulacion o dispositivo disefiado
para modificar el sitio o la velocidad de liberacion de un farmaco. Los SLM permiten que
los medicamentos con una duracién de accién corta puedan ser administrados con menor
frecuencia. Esta generalmente aceptado que, para la mayoria de los pacientes, reducir el
nuamero de dosificaciones mejora la adherencia al tratamiento. Sin embargo, esta
posologia puede tener algunos inconvenientes como: sobredosificacion; en donde los
pacientes pueden olvidar que han tomado su dosis y repetirla a lo largo del dia. Infra
dosificaciéon: la pérdida de dosis es particularmente problematica en preparados de
administracion unica semanal o diaria, porque se pueden producir niveles plasmaticos

subterapéuticos de forma prolongada.

Los SLM son capaces de disminuir las fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas,
con la reduccién de picos plasmaticos elevados puede minimizar los efectos adversos,
especialmente en medicamentos de absorcidn rapida y a su vez con la reduccién de los
valles, también evitarian los niveles plasmaticos subterapéuticos al final del intervalo

posoldgico con la consiguiente pérdida de eficacia.

De igual manera con los SLM se puede controlar el sitio de liberacion del farmaco en el
tracto gastrointestinal. Este es el caso de las formas con cubierta entérica liberan el
farmaco directamente en el intestino delgado, esto permite proteger al farmaco de la

degradacion por el 4cido gastrico™.

De acuerdo a su liberacion, los SLM pueden mantener niveles plasmaticos de un farmaco
de manera constante. La figura 3 ilustra la concentracién plasmatica que se obtiene tras
diferentes formas de dosificacion, asi puede verse que la infusidon venosa es la forma de
administracion que mantiene niveles plasmaticos constantes durante el todo el tiempo de
tratamiento, pero requiere condiciones de hospitalizacién que complica la administracion y

la limita a ciertos farmacos y condiciones especiales.

Puede observarse que con una dosis Unica el efecto del farmaco pasa rapidamente y si se
aplica una dosis doble se corre el riesgo de llegar a condiciones toxicas que agravan los
efectos secundarios que pueda ocasionar el farmaco. Se ha practicado también Ila
aplicacion de multidosis con las cuales se logra mantener niveles plasmaticos constantes,
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pero este tipo de aplicacion resulta engorroso por que necesita de varias administraciones
en corto tiempo lo que resulta incomodo para el paciente y después de cierto tiempo se
corre el riesgo de llegar a concentraciones téxicas. Finalmente se tienen las formas
farmacéuticas capaces de mantener liberaciones sostenidas o prolongadas, estos tipos de
liberacion mantienen los niveles plasmaticos constantes dentro de la ventana terapéutica
por largo tiempo, e incluso las formas farmacéuticas de liberacién prolongada pueden
alcanzar una cinética que asemeja la cinética de la administracion por infusion venosa,
con la ventaja de que las formas farmacéuticas no requieren condiciones de

hospitalizacion.

Dosis doble

Concentracion Toxica

/\/\ Multidosis
.

Infusién Venosa

Dosis unica

AN\

Liberacion
Prolongada

Concentracién subterapéutica

Concentracion Plasmatica

Liberacion sostenida

Tiempo

Figura 3. Concentraciones plasmaticas en el tiempo debidas a diferentes formas de administracion y formas
farmacéuticas de liberacion modificada.

Desde el punto de vista tecnoldégico los SLM estan constituidos por una plataforma o
soporte que contiene el o los principios activos que modula la velocidad o sitio de
liberacion. Dicha plataforma puede tomar diversas formas y tamanos. De acuerdo a la

forma de liberacion, pueden clasificarse como se indica en la tabla 2:

Tabla 2. Clasificacién de SLM de acuerdo a su tipo de liberacion.

TiPO DE LIBERACION™

Liberaciéon Retardada: El principio activo es liberado en un momento distinto al de la administracion, pero
no se prolonga el efecto terapéutico (no hay cambios en ningun otro parametro terapéutico). Son formas con

cubierta entérica, en las que el principio activo es liberado en una zona concreta del intestino delgado.
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Liberacion Prolongada: Es aquella que reduce por lo menos a la mitad la frecuencia de administracion, en
comparaciéon con una forma farmacéutica convencional (liberacion inmediata o retardada). Dentro de los

sistemas de liberacion prolongada se pueden clasificar:

e Liberacién sostenida: Estan disefiadas para liberar con rapidez una fraccion predeterminada del
farmaco para obtener la respuesta terapéutica normal y, a partir de ese momento, continuar con la
liberacion para mantener la accion por un periodo de tiempo prolongado. El objetivo de este mecanismo

es reducir la frecuencia de administracion del medicamento.

e Liberacion Controlada: Considera no solo el liberar al farmaco en forma lenta, también denota la
posibilidad de prediccién y mayor reproducibilidad de la cinética de liberacion en un periodo especifico,
de tal manera que se obtengan niveles plasmaticos uniformes, con la clara ventaja de reducir las dosis

para lograr el efecto terapéutico esperado, y con ello minimizar los efectos secundarios.

Liberaciéon Programada: Mientras que los productos de liberacion sostenida o controlada estan disefiados
por mecanismos que responden ante estimulos del medio ambiente al que se exponen (pH, motilidad
intestinal, etc.), la velocidad de liberacion del farmaco en forma programada esta determinada por el mismo
sistema, independientemente del medio que lo rodea. Pueden emplearse para alcanzar efectos locales o
sistémicos, lo que permite su administracion por diferentes vias. Estos sistemas se clasifican en tres
categorias:

e Pasivos pre-programados: Tienen un elemento como una membrana o matriz, que programa el
modelo de liberacién para obtener esencialmente una cinética de orden cero, independientemente
de los procesos fisicos, quimicos o biolégicos que ocurren una vez administrado.

e Activos con control externo: Poseen un elemento de control y otro que es capaz de recibir una sefal
externa al organismo (electromagnética), para controlar y modular la liberacion del farmaco a partir
del sistema.

e Activos auto — programados: Son sistemas terapéuticos que contienen un elemento sensor que
responde a estimulos del medio ambiente bioldgico (por ejemplo incremento de glucosa en sangre,

en pacientes diabéticos), para modular la liberacion del farmaco.

3.2.1. Modelos para el Estudio de Liberacion In vitro.
La disolucién de farmacos in vitro ha sido un elemento muy importante en el desarrollo de

medicamentos, incluso ha sido usada para validar estudios de bioequivalencia.

La liberacion del farmaco desde una matriz polimérica, como es el caso de los polimeros
de impresioén; puede verse afectada por diferentes factores como son; la cantidad de
farmaco que contiene la matriz, las caracteristicas de disolucion del farmaco, las

interacciones entre la matriz y el medio de disolucion que pueden provocar hinchamiento
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o erosion del polimero, el tipo y geometria de la forma farmacéutica, entre otros''®. En
general, se han clasificado cuatro mecanismos principales de liberaciéon de un farmaco a
partir de un SLM: difusion, degradacion, hinchamiento seguido de difusion, y eflujo activo.

Cualquiera de ellos e incluso todos los mecanismos se pueden presentar en un sLM'.

Existen diversos modelos cinéticos que proporcionan parametros que permiten describir
los perfiles de liberacion de formas farmacéuticas convencionales y de liberacidn

modificada, de acuerdo al mecanismo de liberacion.

Cuando el mecanismo de liberacion es por degradacion, generalmente los materiales del
sistema se degradan en el cuerpo como resultado de un proceso metabdlico, y eliminan la
necesidad de remover el SLM después de que el farmaco ha ejercido su efecto
terapéutico”. Para describir la liberacion por degradacion, se deben tomar en cuenta, la
degradacion superficial que tiene lugar en las capas mas externas y la degradacion en
masa que se presenta en las capas internas de la matriz cuando el medio de disolucién
penetra en el sistema. Dependiendo de la composicion del SLM, diversos factores pueden
afectar el perfil de liberacién; algunos de ellos son: velocidad de degradacion de la matriz,
penetracién del medio en el sistema, disolucion del farmaco, aumento de la porosidad en
la matriz, variaciones debidas a los productos de degradacion, efectos osmoticos,
hinchamiento del polimero. Esta serie de factores hacen que el desarrollo de modelos de
liberacion de este tipo de sistemas sea muy complejo. Sin embargo, se han desarrollado
modelos que consideran transporte de masa e incluso reacciones quimicas, como los

propuestos por Siepman y Gopferich en 2001 y Arifin, et al en 20068,

Cuando el mecanismo de liberacidon se presenta por difusion, se considera que la
superficie de la matriz permanece constante y que el farmaco comienza a disolverse en
la interfase sdélido-liquido con lo que forma una capa fina de difusion alrededor de la
matriz, este primer paso es seguido por la formacién de una capa saturada del farmaco en

la interfase, como se ilustra en la figura 4.
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Capa de difusion
h

C

&

Superficie de la particula

Figura 4. Modelo de la capa de difusion. Donde Cs es la concentracion del farmaco en la superficie de la matriz,
C es la concentracion del farmaco en el medio de disolucion y h es el espesor de la capa de difusion (Tomado de
Viseras, 2008'%).

Para los polimeros impresos que se sintetizaron para este trabajo, se considera que el
mecanismo de liberacién corresponda a fendmenos de difusion o incluso de hinchamiento
seguido de difusion. Por lo que se ejemplifican los modelos correspondientes a la
liberacion por difusion e hinchamiento en los apartados siguientes.

Entre los modelos derivados de analisis tedricos del mecanismo difusional, se encuentran
los de orden cero, orden uno, modelo de la raiz cuadrada (o de Higuchi), modelo de la
raiz cubica (Hixon Crowell) o el modelo de Korsmeyer-Peppas, ademas de las ecuaciones

derivadas de ésta Ultima han sido ampliamente utilizadas para describir el fenémeno®.

3.2.1.1. Modelo de Noyes y Whitney

El planteamiento de modelos que explican el control de la liberacion de un farmaco desde
un SLM se fundamenta en los mecanismos de transporte de masa que tienen lugar
durante la dilucion, que indican que la velocidad de disolucion de un sélido en medio
liquido es proporcional a la diferencia que hay entre la concentracion de solido disuelta en
cada instante y su solubilidad en el medio de disolucién, esta afirmacién puede
expresarse como sigue:

dC

E=k(C§.—C)
Esta ecuacion fue desarrollada en 1897 por Noyes y Whitney'®, donde dC/dt es la
variacién de concentracion del soluto por unidad de tiempo, k es una constante de
velocidad dependiente de las condiciones experimentales, Cs es la concentracion de

saturacion del soluto en el medio de disolucion y C es la concentracion del soluto en el
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tiempo t, Noyes y Whitney plantearon que la disolucion se presentaba en dos fases:
disolucion del soélido en la interface sélido-liquido formando una capa saturada del soluto
en la interface, seguido de un paso lento limitado por la velocidad de disolucion del

sélido™®.

La ecuacién de Noyes y Whitney fue modificada por Brunner et al.’®, para incorporar el
valor del area del sélido accesible a la disolucion, S, con lo que obtuvo:

dc
—=KS5(C, -C
dt 1 (x )

Donde K4 es una nueva constante de proporcionalidad. Utilizando la primera ley de Fick
para establecer una relacién para la constante Ky, llegé a la ecuacion:
dC DS

(e
dt Vh( O

Donde D/Vh= K4, D es el coeficiente de difusién, h es el espesor de la capa de difusion y
V el volumen de disolucion del medio. Esta ecuacion y las bases teédricas de la capa de
difusién de Noyes y Whitney han sido utilizadas por numerosos autores para el desarrollo

de diversos modelos de ajuste’® '°.

3.2.1.2. Modelo de Korsmeyer-Peppas.
Korsmeyer et al. Desarroll6 un modelo semi-empirico simple, relacionando
exponencialmente la liberacion del farmaco con el tiempo transcurrido (t), como se

muestra en la ecuacion siguiente:

f; — atﬂ

Donde a es una constante que incorpora las caracteristicas estructurales y geométricas
de la forma farmacéutica, n es el exponente de liberacién que indica el mecanismo de
liberacién y la funcion de t(f;) es MyM.. que representa la fraccion del farmaco liberado al
tiempo t'®. Este modelo es generalmente usado para analizar la cinética de liberacion
formas farmacéuticas a base de polimeros, cuando el mecanismo de liberacion es

desconocido o bien cuando se presenta mas de un mecanismo de liberacion®.
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En 1985, Nicholas A. Peppas usé el valor de n para determinar el mecanismo de
liberacion, cuando n= 0.5 el mecanismo es por difusion de Fick, para valores de n
superiores a 0.5 el mecanismo es no-Fickiano o anémalo, si n=1.0 la ecuacién es de
cinética de orden cero, considerado como limite de transporte no fikiano (denominado por
N. Peppas como transporte Caso-Il), que corresponde a la cinética obtenida a partir de
matrices poliméricas en las que el frente de hinchamiento del polimero avanza
constantemente. Cuando el valor del exponente es mayor a uno corresponde a tiempos
de liberacion muy elevados, es un tipo de difusion anémalo no-Fickiano denominado
“supercaso-II”. Finalmente, cuando el valor de n es menor a 0.5, indica la presencia de
poros en la matriz polimérica asociado con una difusion simultanea por los poros a través

de la matriz hinchada.

Es importante destacar que; para que la determinacion del exponente n sea valida, la
proporcion MyM.. debe ser menor a 0.6. Ademas, el uso de la ecuacion es adecuado
solamente cuando el experimento se encuentra en condiciones sink, la liberacion es por
via unidimensional, y que el sistema sea laminar con una relacion largo/espesor o

ancho/espesor de al menos 10/1'% 8,

3.2.1.3. Modelo de Peppas-Sahlin.
El empleo de polimeros hinchables para el disefio de SLM permite obtener mayor control
durante la liberacion, sobre todo cuando el coeficiente de difusion del farmaco es bajo.
Los polimeros hinchables son generalmente sistemas que al contacto con el disolvente
(generalmente agua), originan un coloide, alejando las cadenas poliméricas que hinchan
la matriz polimérica aumentando el area de contacto entre las fases lo que aumenta la
movilidad del farmaco. Al hincharse el polimero la liberacidén no esta controlada solamente
por la difusion del farmaco, sino por el frente de hinchamiento del polimero por lo que

presenta desviaciones a la ley de difusién de Fick'®.

Entre 1987 y 1997, N. Peppas, Estudié la disolucion de farmacos a partir de polimeros
hinchables, junto con colaboradores como Shalin, estudiaron la aplicacién de la ecuacién
de Korsmeyer-Peppas, planteando que el exponente difusional daria informacién del
mecanismo de liberacion del farmaco desde el sistema polimérico hinchable; basados en
la premisa de que la disolucidon del farmaco es el resultado de dos fendmenos: la
penetracion del disolvente en la matriz y la disolucién del farmaco por difusiéon. Durante
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sus investigaciones se encontraron dificultades debidas al desplazamiento del frente de
difusién por el hinchamiento del sistema. Asi entonces, plantearon soluciones numeéricas a
partir de la ecuacion inicial; hasta llegar a la siguiente:

M
t =K1tm +K2t2m

0

Donde el fendbmeno de difusion corresponde al primer sumando y el fendmeno de
relajacion al segundo, asumiendo que ambos efectos son aditivos, teniendo en cuenta la
difusion de Fick y la relajacién del polimero (Caso Il). El coeficiente m es el exponente de
difusién tipo Fick valido para cualquier geometria del sistema de liberacién. K; es la

constante correspondiente a la difusion y K, corresponde a la relajacién polimérica'®.

De esta manera, la liberacion desde cualquier sistema polimérico se describe como la
suma de los mecanismos de difusién de Fick y relajacion polimérica18. Los valores del

exponente m para los distintos casos se situan en la siguiente tabla'®:

Tabla 3. Interpretacion de los mecanismos de liberacion de difusion de acuerdo al exponente m.

Valor de m Mecanismo de liberacién
0.5 Difusion tipo Fick
>>0.5 Transporte no-Fick (transporte anémalo)
1 Transporte caso |l

El modelo desarrollado por Peppas y Sahlin ha sido utilizado ampliamente para ajustar a
diferentes perfiles de liberacién desde matrices poliméricas de distinta naturaleza, tanto

hinchables como no hinchables.

3.2.1.4. Modelo de Peppas-Fassihi.
Otra modificacion a la ecuacion de Korsmeyer-Peppas, desarrollada en 1997 por Kim y
Fassihi'® cuando existe la posibilidad de un “efecto de estallido”, es decir, que el farmaco
tiene una cinética de liberacién inicialmente rapida, seguida de una liberacion mas lenta y

constante?;

My +b
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Donde el parametro b, indica la magnitud del “efecto de estallido” en la liberacion, cuando

no se tiene este efecto, b tiende a cero quedando el modelo solamente como
M,/M, =at". El modelo de Peppas Fassihi es también conocido como “Power Law” o Ley

de potencia y tiene las mismas restricciones ya mencionadas para el modelo Korsmeyer-

Peppas'®.

3.2.2. SLM de Uso Veterinario.
En un principio el desarrollo de los SLM estaban orientados hacia el tratamiento en
pacientes humanos, sin embargo al paso de los afios, el uso de la tecnologia de SLM en
el campo veterinario ha ofrecido numerosos beneficios y oportunidades sobre todo al
cubrir la necesidad de controles prolongados en los animales disminuyendo con esto la

frecuencia de la administracion y la consecuente manipulacion de los mismos.

La aplicacion tecnoldgica de los SLM en el area veterinaria, consiste en la prevencion y
control de enfermedades, mediante el uso de antibidticos, agentes antiparasitarios,
hormonas, promotores de crecimiento, complementos nutricionales o vitaminicos, etc.
Algunos de los beneficios que ofrecen los SLM en uso veterinario, adicionales a los
mismos que ofrece en humanos, se encuentran la disminucién del estrés ocasionada por
las constantes manipulaciones durante la administracién, disminuyen el riesgo de la
persona encargada de la aplicaciéon del medicamento y ademas de la reduccién de costos

de tiempo y dinero que puede representar el manejo de los animales.

En medicina veterinaria es importante saber si el tratamiento es para animales de
compafiia 0 para animales de ganaderia, que son las principales areas del mercado
veterinario. Los animales de ganado comprenden principalmente bovinos, ovinos,
caprinos, porcinos y aves de corral, ademas de peces y otros animales de consumo

humano.

El disefio de los SLM para aplicacion veterinaria dependera de la eficacia y potencia del
farmaco, asi como de la especie, debido a las variaciones anatdmicas, por ejemplo las
observadas entre rumiantes y animales monogastricos. Existen SLM orales, tales como
los bolos ruminales, que son estructuras cilindricas o capsulas disefiadas para asegurar el
farmaco contra degradaciones quimicas y procesos de fermentacion bacteriana. Los

pellets (pequefias porciones de material aglomerado o comprimido), son SLM que se
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mezclan con el alimento y presentan una alternativa para la administracién de nutrientes,
la ventaja del uso de pellets radica en su facil administracion por lo que tienen alta

aceptacion entre los ganaderos?".

Cuando la administracion por via oral es dificil, la via parenteral es la siguiente via de
eleccion para la administracion de SLM. Los SLM utilizados actualmente para la
administracion parenteral logran efectos terapéuticos por largos periodos de tiempo.
Existen diversas ventajas que justifican el la aplicacién de SLM por via parenteral; la
elevada biodisponibilidad alcanzada. La ausencia del efecto de primer paso, acceso
directo del farmaco a la circulacion, y en caso de productos de uso veterinario permite

superar la variabilidad interespecies®.

3.2.2.1. SLM Polimeéricos de Uso Veterinario.
La incorporacién de farmacos dentro de materiales poliméricos, impulsé de manera
importante el desarrollo de SLM parenterales, con una velocidad de liberacién predecible
y modificable?’?2. Considerando que los polimeros sirven de plataformas de liberacion
dentro del organismo por un extenso periodo, deben ser biocompatibles y biolégicamente
inertes®. La mayoria de los SLM de uso veterinario son fabricados con polimeros no
degradables como silicona, poliuretano o copolimeros de vinilacetato y etlieno, los cuales
resultan econdémicos, biocompatibles, biolégicamente inertes y han sido aprobados por las

autoridades sanitarias?®.

Un ejemplo de SLM polimérico, se encuentra en los implantes con base en polimeros,
cuya mayor desventaja es la necesidad de un proceso quirdrgico para su introduccion, sin
embargo; resultan muy seguros, efectivos y altamente recomendados para tratamientos
largos; son comunmente preparados de hidrogeles, silicones y ademas algunos con

matrices biodegradables que estan siendo introducidas al mercado?.

Recientemente un producto basado en SLM con polimeros biodegradables ha sido
aprobado y esta disponible para el tratamiento de la dirofilariasis canina en Australia,
Estados Unidos e Italia. La moxidectina, derivado de la ivermectina, fue incorporada en
microesferas de PLGA (acido polilactico glicélico) para el tratamiento contra dirofilariasis,

logrando una proteccion hasta por 12 meses?>.
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Uno de los puntos importantes de la farmacia veterinaria, es el control de ectoparasitos,
tales como moscas, mosquitos, garrapatas y acaros. Las infecciones del ganado con
ectoparasitos conducen a la disminucién en la produccion e incluso a la muerte de los
animales. El desarrollo de SLM aporta un valor agregado a las moléculas ya existentes,
disminuyendo los costos en el descubrimiento de nuevas moléculas con actividad
ixodicida, por ejemplo; un grupo de investigadores ha elaborado microesferas inyectables
de acido polilactico-glicélico (PLGA) (copolimeros 50:50 y 90:10) o acido polilactico (PLA)
conteniendo ivermectina obtenidas por evaporacion de disolvente, cuya aplicacidon
disminuyd la poblacién de garrapatas en las pasturas. Ademas de la utilizacion de
ivermectina y closantel que han brindado magnificos resultados contra garrapatas

resistentes” %,

La aplicacion de pellets conteniendo ivermectina ha sido utilizada en animales salvajes de
vida libre, con el objetivo de obtener una liberacién sostenida por largos periodos. Este
tipo de administracién se ha estudiado clinicamente mostrando excelentes resultados’.
Este estudio se realizd6 al Este de los Estados Unidos, donde Johnson et alz",
demostraron que le venado de cola blanca que vive libre en los bosques es el principal
vector de la garrapata, agente causante de la ehrlichiosis monocitica humana y ademas
que la aplicacion sistematica de acaricidas sobre el venado disminuye la poblacién de las
garrapatas, posteriormente Pound, et al** administraron pellets de ivermectina, que es un
ixodicida de amplio espectro, en venados de cola blanca de la reserva ecoldgica del
departamento de Texas, y observaron que la concentracidn sérica de ivermectina aun era
detectable después de 14 dias y concluyeron que el tratamiento result6 eficaz para reducir

la poblacién de garrapatas en el venado de cola blanca.

En el desarrollo de este tema, se ha hecho notar que uso de los SLM ha tenido grandes
avances en anos recientes y con estos avances los tratamientos se han mejorado al
mejorar el esquema de dosificacion comparados con las formas farmacéuticas
convencionales, utilizando farmacos ya existentes en el mercado disminuyendo la
demanda de moléculas activas nuevas. Se puede destacar también, que la aplicacion de
formulaciones de SLM conteniendo ivermectina para diversos tratamientos veterinarios a
largo plazo ha tenido resultados 6ptimos, asi entonces un SLM basado en Polimeros
Molecularmente Impresos conteniendo ivermectina representa una opcién prometedora
como tratamiento antigarrapaticida del ganado bovino.
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3.3.POLIMEROS DE IMPRESION MOLECULAR (MIPs).
El reconocimiento molecular es un fendbmeno que se presenta cuando una molécula
(sustrato) se une a otra de manera especifica (receptor), debido a varios eventos, de los
cuales destacan que su geometria sea complementaria y la posibilidad de interacciones
especificas. Este fenobmeno es muy importante en la naturaleza y se presenta en
procesos biologicos tales como respiracion, diferenciacién celular, respuesta inmune,

nutricion, receptores hormonales, entre otros?.

Desde su descubrimiento, el reconocimiento molecular ha sido de gran interés para los
investigadores, que se han esforzado en explicar e imitar el fendbmeno, pues tiene gran
potencial de aplicacion en diferentes campos de investigacion quimica, analitica,

ambiental, farmacéutica, clinica, etc.

En 1884 Emil Fischer empled la analogia de “llave-cerradura”, para referirse al modo en
que interaccionan las enzimas con sus sustratos. Fischer indicaba que las enzimas tienen
“depresiones” superficiales complementarias a su sustrato de manera que encajan tal
como las llaves lo hacen en una cerradura. Aun con los grandes avances que ha tenido la
bioquimica en estos afos, con algunas modificaciones, la idea original acuinada hace mas
de cien afios sigue siendo vigente26 y ademas en afos recientes y como resultado de las
investigaciones y propuestas para imitar el proceso bioldégico de reconocimiento molecular
dio pie al desarrollo de los materiales biomiméticos, definidos por la IUPAC como aquellos
que se refieren a un procedimiento de laboratorio disefiado para imitar un proceso
quimico natural. Una de las mas populares propuestas de biomimeéticos en la actualidad,

es la técnica de impresién 6 estampado molecular’.

El proceso de impresion inicia cuando una molécula que servira de molde, interacciona
con uno o mas mondémeros funcionales para formar un complejo o prearreglo, una vez
que se ha formado el complejo, es copolimerizado con entrecruzadores generando de
esta forma una matriz. Cuando se remueve el templado o molécula molde, la cavidad
resultante tiene las caracteristicas espaciales y preferencia de enlace hacia la molécula
contenida inicialmente, por lo que pueden ser utilizadas después como receptores
selectivos de tal molécula en una mezcla de especies3’ 277 El proceso de impresion se

esquematiza en la figura 5.
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4

Figura 5. Representacion esquematica de la técnica de impresién molecular.

El objetivo de la técnica de impresion molecular, es la creacion de polimeros capaces de
reconocer una molécula de manera especifica, de forma similar al modo en que lo hacen
los anticuerpos u otros receptores moleculares biolégicos, que ademas sean mas

accesibles y mas estables que los receptores bioldgicos.

3.3.1. Proceso de Impresiéon Molecular (PIM).
Se han desarrollado Polimeros de Impresion Molecular, generalmente conocidos por las
siglas MIP (Molecular Imprinted Polymer), para una amplia variedad de analitos, en
general se utilizan moléculas molde de bajo peso molecular, puesto que entre mayor es el
tamafo de la molécula menor es la rigidez del compuesto, lo que disminuye las
posibilidades de crear una cavidad bien definida y selectiva hacia la molécula, ademas;
los procesos de reconocimiento y extraccion de la molécula implican difusion de la misma
a través de la matriz donde una molécula voluminosa encuentra impedimento estérico. Sin
embargo, la solucién al problema de las moléculas de gran tamano, ha sido encontrada
emulando nuevamente sistemas bioldgicos, como lo son los anticuerpos, que no
reconocen a su antigeno en su totalidad, solamente una porcion llamada epitopo; de esta
manera un polimero impreso puede reconocer solamente una zona caracteristica de la
molécula voluminosa. Con esta solucion, se han desarrollado polimeros capaces de

reconocer macromoléculas e incluso células en disolucion®.
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Los métodos de impresion molecular pueden ser clasificados dependiendo del tipo de
interaccion que exista entre la molécula que sirve de molde o “templado” y los monémeros
funcionales; la interacciéon puede ser mediante enlaces covalentes o mediante enlaces no-
covalentes, en términos generales, para sistemas no-covalentes, se incluyen
interacciones como puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas o de Van der

Waals?’.

Los sistemas con interacciones covalentes fueron iniciados por Wulff y su grupo de
colaboradores?, algunas ventajas que presentan son la produccion de sitios de
reconocimiento mas homogéneos y con una alta afinidad hacia el templado. No obstante,
la remocion del templado resulta problematica, debido a las interacciones covalentes,
subsecuentemente la recuperacion resulta lenta porque es necesaria la formacion de

enlaces covalentes.

El grupo de Wulff?” 2°, sintetiz6 MIPs para la separacion de mezclas racémicas de
azucares utilizando acido 4-(fenil-vinil) bérico como monédmero funcional y dimetacrilato de
etilen glicol (EGDMA) como entrecruzador. Bajo este enfoque, los polimeros de unién
covalente resultaban de gran utilidad para la seleccién de uno de los mondémeros ya que
los sitios generados eran mas homogéneos y con una afinidad muy fuerte entre el
polimero y su horma. A pesar de que la selectividad mostrada por los polimeros es alta en
la literatura en la mayor parte de las investigaciones se utilizan MIPs de interacciones no-
covalentes empero de generar sitios heterogéneos y de menor afinidad, debido a su
simplicidad y mayor velocidad de reconocimiento, ademas que la formacion y ruptura de
enlaces covalentes requiere generalmente condiciones muy particulares que limitan la

aplicacion de los sistemas covalentes.

En procesos de impresion no-covalente, el disolvente elegido tiene un importante papel,
ya que gobierna la fuerza de interaccién. Los disolventes que tienden a acentuar la fuerza
de las interacciones no covalentes, son aquellos con una baja constante dieléctrica, ya
que si el disolvente interacciona fuertemente con la molécula horma va a competir con los
mondmeros dando como consecuencia que el complejo se rompa y de origen a un
polimero con baja capacidad de reconocimiento molecular. Ademas, el disolvente también

tiene influencia sobre la region superficial y el tamafio de poro generado en el polimero;
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asi que entre menor sea el tamafo del poro, mayor sera la dificultad de las moléculas

para difundir al interior y generar el espacio de reconocimiento™ %’.

En general, el mondémero funcional se selecciona en funcién de la naturaleza del
templado, por ejemplo si la molécula tiene grupos funcionales basicos sera adecuada
para interacciones i6nicas o enlaces de hidrégeno el empleo de mondmeros con grupo

funcional acido.

Una vez que se tiene definido el complejo molécula molde-mondémero(s), sigue la
copolimerizaciéon del complejo con agentes entrecruzadores, los mas utilizados son:
dimetacrilato de etilenglicol o trimetacrilato de trimetil propano, asi como divinil benceno y

triacrilato/ tetra acrilato de pentaeritrol.

Para iniciar la polimerizacién, los compuestos mas empleados son los de tipo azo-, tales
como el 2,2 -azobisisobutironitrilo (AIBN) o el 2,2'-azobis (2,4-dimetil-valeronitrilo), con los
cuales se consigue una velocidad de descomposicion adecuada calentando la mezcla de
reaccion entre 50 y 60°C. En caso de que la molécula molde sea termolabil, es posible
generar radicales libres a temperaturas menores a 4°C mediante radiacion UV empleando

un foto-iniciador como la dimetoxifenil acetofenona®.

En afios recientes, se han incrementado los reportes de impresion molecular mediante
compuestos inorganicos fundamentados en la tecnologia sol-gel, que involucra la
fabricacion de materiales ceramicos a través de hidrdlisis y condensacion de alcéxidos
metalicos. Una de las ventajas de resultado de la insercion de un centro metdlico para
alterar la selectividad y las cinética de union de los MIPs es, por ejemplo, que en el caso
de MIPs con interacciones no-covalentes, las interacciones electrostaticas o puentes de
hidrogeno son afectadas por la polaridad del medio de disolucién que las rodea en

cambio, la interaccion con metales de coordinacion no se ve afectada por el disolvente.

Ademas, el uso de centros metalicos aumenta la especificidad de reconocimiento entre la
matriz y la horma lo que reduce la necesidad de utilizar un exceso de horma al momento
de la recuperacion. Este tipo de interacciones resultan atractivas para el reconocimiento

de sustratos que se manejan en bajas concentraciones o de sustratos de origen biologico
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que en ocasiones requieren condiciones especiales de temperatura, fuerza iénica del

medio, concentraciones plasmaticas (que pueden ser muy bajas), etcétera.

El PIM no-covalente, ofrece la posibilidad de desarrollar MIPs destinados a la gran
variedad de analitos existentes, una produccion y mantenimiento de menor costo y tiempo
de vida mas largo comparados con sistemas de reconocimiento biolégicos. Sin embargo,
presenta algunas desventajas como las bajas constantes de afinidad entre el MIPs
comparadas con los sistemas biolégicos, ademas de requerir altas concentraciones de
analito (al menos cuatro veces mas cantidad de analito-horma que de monomero
funcional) para lograr la impresién, y esto puede derivar sitios con afinidades diferentes a

lo largo de la matriz.> %,

Existen diferentes configuraciones en los MIPs de acuerdo al método utilizado para su
preparacion. Cuando se efectua la mezcla de reactivos para la polimerizacion en un
recipiente adecuado se obtiene un polimero en bloque que puede ser fragmentado por
molienda o tamizado para su uso posterior. Las desventajas de este proceso son la
pérdida de material durante el tamizado y la amplia distribucién del tamafo de particula. A
pesar de sus desventajas, gracias a su simplicidad resulta un método muy utilizado para

la impresion de polimeros.

Es posible preparar polimeros impresos en laminas delgadas por inmersion de un soporte
(placa de vidrio, placa de oro, electrodos, etc.) en la mezcla de reaccién. Las cavidades
obtenidas por éste método no sufren alteraciones debido a que no son necesarios
procesos posteriores de molienda o tamizado. La configuracién en laminas delgadas es la

mas utilizada en sensores.

Los polimeros impresos también pueden obtenerse en forma de pequefias esferas de
tamafo bien definido. En esta configuracion, una capa del polimero impreso recubre la
superficie de una esfera previamente activada. Se utilizan soportes como perlas de silice,
poliestireno o trimetacrilato de politrimetrilolpropano. Los grupos funcionales de estas
perlas permiten el anclaje del polimero logrando un recubrimiento superficial efectivo. Con
esta configuracién los sitios de reconocimiento son mas accesibles para el templado,

aumentando la velocidad de liberacion®.
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3.3.2. Aplicaciones de los Polimeros de Impresion Molecular.
Los polimeros de impresibn molecular han sido utilizados en gran numero de
aplicaciones. Por ejemplo; como fases estacionarias en separaciones cromatograficas con
alta eficiencia en el reconocimiento permitiendo incluso separaciones de analitos en
mezclas racémicas®. También, ahi se han descrito procedimientos de MIPs utilizados
como fases estacionarias para adsorcion, preconcentracion y purificacion de
compuestos®. La compafiia MIP Technologies comercializa un cartucho para extraccion
en fase sélida con un MIP para cloranfenicol, cuya tolerancia en alimentos es cero debido

a sus efectos cancerigenos™ .

Otra de las aplicaciones es la aplicacion de los MIPs como sensores para el desarrollo de
inmunoensayos y diagnésticos clinicos funcionando como anticuerpos®'. Varios autores
han disefiado y sintetizado MIPs que pueden ser empleados como catalizadores basados
en la obtencién de MIPs para moléculas similares al estado de transicion en una reaccion

quimica®’.

La capacidad de reconocimiento de los MIPs y la posibilidad de predecir la permeabilidad
que tienen en la liberacién de su templado, han conducido investigaciones para utilizarlos

en sistemas de liberacion modificada de farmacos®'.

3.3.2.1. MIPs en SLM.
Los polimeros de impresion molecular son atractivos como excipientes para farmacos,
porque pueden actuar como reservorios de moléculas de bajo peso molecular y tienen la
capacidad de regular la difusion del principio activo en funcion de la composicion el
polimero empleado. En casos donde el farmaco tiene margenes terapéuticos estrechos,

los MIPs podrian mantener concentraciones adecuadas dentro de la ventana terapéutica.

El primer reporte de MIP en sistemas de liberacion publicado en 1998 por Norell y
colaboradores®, describe en su estudio sobre la cinética de liberacién de un MIP que
contenia teofilina. La teofilina es una xantina que se utiliza en el tratamiento del asma y
presenta una ventana terapéutica estrecha (30-100uM). La principal conclusién de este
estudio, es que disminuye la velocidad de liberacion a medida que disminuye la carga de

teofilina en el polimero®2.

27



Antecedentes

La biodisponibilidad de agentes terapéuticos administrados en la superficie de la cornea
es solamente del 1-7% por lo que es necesaria la aplicacion de altas dosis para lograr
concentraciones efectivas, esto incrementa los efectos adversos como hinchazén e
irritacion en el area de aplicaciéon. Para mantener la biodisponibilidad del farmaco
administrado por via ocular es necesario incrementar el tiempo de retencion en la cornea
lo que requiere repetidas administraciones que irritan y causan molestia al paciente. Los
MIPs tienen el potencial de controlar y mantener la liberacién del farmaco por extensos
periodos de tiempo, por ejemplo Hiratani, Fujiwara, Tamiya y Alvarez-Lorenzo?® probaron
hidrogeles impresos con timolol in vivo, en fluidos de conejo. Utilizando acido metacrilico
(MAA) como mondémero funcional, dimetacrilato de etilenglicol (EDGMA) y timolol como
templado. El hidrogel impreso mostré tiempos de liberacion tres y dos veces mas largos
que los lentes de contacto tradicionales en el tratamiento contra el glaucoma (producto
comercial disponible) y el polimero no impreso (NIP) , respectivamente. Lo que indica que
el MIP desarrollado puede ser utilizado como vehiculo para extender y mantener la dosis

del farmaco, disminuyendo los efectos adversos por las multiples administraciones.

El grupo de Suedde et al’®, hicieron estudios in vitro de un MIP basado en MAA y
propanolol como horma, demostraron la selectividad que presentan los MIPs hacia el
isdmero S del propanolol para la liberacidon durante su aplicacion transdérmica en piel de
rata, independientemente de la proporcidon de los dos isémeros. El resultado es
importante, pues el S—propanolol tiene 100-130 veces mas actividad como beta-
bloqueador en el tratamiento de hipertensiéon que el enantiomero R?*. En este caso los
MIPs no solo actuan como un sistema de liberacion, si no que al reconocer
especificamente al isémero con actividad bioldgica, se aumenta por mucho la potencia del
farmaco lo que aumenta en gran medida la efectividad del farmaco y con ello una mejora

impresionante en el esquema de dosificacion.

En un estudio reciente, Byrne y colaboradores™, investigaron la eficacia de los MIPs en
sistemas de liberacion prolongada mediante la impresién por fracciones. En contraste con
la impresion tradicional donde el farmaco es impreso en el polimero, en esta técnica
solamente se moldea una molécula sencilla que después se une covalentemente a una
molécula mas compleja que es de interés, de esta manera, el polimero reconoce a la
molécula mas sencilla que a su vez sirve para anclar a una estructura mas complicada y
de mayor tamafo. Byrne y sus grupo lograron la impresion de D-glucosa para el
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subsecuente reconocimiento de una molécula mas larga que contiene fracciones de
glucosa, 2-(N-(7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-il)-amino)-2-deoxi-glucosa. La impresion
tradicional requiere altas concentraciones del templado durante la polimerizaciéon que
después tiene que ser removido, por lo que este enfoque resulta muy interesante cuando

los compuestos utilizados como templados resultan costosos o labiles.

Al igual que el grupo de Byrne, actualmente se estan llevando a cabo investigaciones para
aplicar la técnica de impresion molecular con caracteristicas que permiten desarrollar
sistemas inteligentes de liberacién de farmacos. Como los MIPs fotosensitivos
desarrollados por Gong et al®®. Usando azobenceno como mondémero funcional. La
fotoisomerizacion trans-cis del azobenceno produce cambios significativos en la
geometria de la molécula, lo que permitiria utilizarlo como una especie de interruptor de

reconocimiento/no-reconocimiento.

Por otra parte Gong y colaboradores®®, han publicado investigaciones sobre MIPs
termosensitivos como posibles plataformas para la liberacién inteligente de farmacos
utiizando azobenceno como mondémero funcional. La fotoizomerizacion trans-cis del
azobenceno provoca cambios significativos en la geometria, que en teoria puede
utilizarse como un sistema de apagado-encendido de reconocimiento especifico. En otro
estudio realizado por el mismo grupo, mezclaron acido 4-[(4-metacriloxi)-fenilazo]
bencensulfénico (mondémero funcional) y N-N’-hexilanobismetacrilamida (entrecruzador)
fueron disueltos en dimetilformamida/agua con paracetamol, un analgésico comun, como
templado. Después de una radiacion a 353 nm por 120 minutos, cerca del 84% del
farmaco contenido en la matriz fue liberado y una subsecuente exposicion a una luz con
longitud de onda de 440 nm durante 90 minutos, caus6 que mas del 94% del paracetamol
fuera reabsorbido. Con estos estudios han demostrado que el reconocimiento molecular
utiizando polimeros fotosensitivos tiene gran potencial para desarrollar sistemas

inteligentes de liberacion de farmacos.

La aplicacién de MIPs como SLM es un area cuyo desarrollo es muy reciente y por tal
motivo poco estudiada, ya que hasta ahora se han publicado menos de 80 trabajos de
este ambito y todos estos son de los ultimos 5 afios. No obstante, en esta seccion se ha

visto que el uso de MIPs como sistemas inteligentes de liberacion de farmacos es un area
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muy prometedora, las posibilidades que ofrecen para adecuarse de a cuerdo a los

requerimientos de cada farmaco alterando la composicion del polimero son ilimitadas.

3.3.3. Caracterizacion de los Sitios de Reconocimiento de los MIPs.
Los polimeros de impresién molecular han demostrado gran capacidad de enlace y
afinidad hacia su molécula molde, lo que sugiere un sitio de unién de distribucién
homogénea. Sin embargo, los resultados experimentales han expuesto que la distribucién
heterogénea de mondémeros es una situacibn comun, sobre todo en MIPs con
interacciones no-covalentes. Existen diferentes hipétesis que intentan explicar la

formacion heterogénea de sitios de reconocimiento:

i. Naturaleza amorfa del polimero. Durante la copolimerizacién, las cadenas del
entrecruzador alrededor del complejo (templado-mondmero) se unen de manera
aleatoria, lo que provoca diferencias en los sitios templados que tienen diferentes
grados de afinidad al templado.

ii. Disociacién del complejo templado-mondmero en solucién. En teoria para cada
complejo presente en la mezcla de reaccion se produce un sitio de unién en la
matriz polimérica, sin embargo, al disociarse el complejo, se producen sitios de
unidon con monomeros libres orientados en la matriz de manera aleatoria.

iii. Formacion de Aglomerados. Durante el proceso de reconocimiento existe la
posibilidad de que dos o mas complejos cercanos queden dentro de la matriz
formando un solo sitio de reconocimiento el cual tiene baja afinidad al momento de
reconocer al templado.

iv.  Sitios de reconocimiento colapsados. El sitio impreso puede encoger una vez que
se ha removido el templado. En la figura 6 se ejemplifican sitios de reconocimiento
con diferentes grados de afinidad hacia su molécula molde. Resultado de la
heterogeneidad de sitios de reconocimiento en polimeros impresos utilizados como

fase soélida.

Este tipo de heterogeneidades dan como resultado en un experimento de HPLC, si se
utiliza al MIP como adsorbente, que el pico del cromatograma no se sea simétrico, se
ilustra en la figura 6, la forma del pico y las estructuras posibles de los sitios moldeados

en el polimero®.
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Figura 6. Pico de Cromatograma.

La caracterizacion de los sitios de reconocimiento mejora el entendimiento de la afinidad
del complejo formados por el monémero y la molécula molde para crear mejores matrices
poliméricas capaces de unir mas fuertemente al sustrato y ademas de mostrar una
selectividad mas especifica, es decir, que el fendmeno de reconocimiento molecular sea
mayor. Con este conocimiento es posible modular la interaccion sustrato-polimero y

controlar el fendbmeno opuesto a la unién, que es la liberacion.

Una forma de evaluar la selectividad y formacién de sitios de reconocimiento en el
polimero estampado es mediante isotermas de adsorcion, que indican la capacidad de
unioén entre una superficie que en este caso es el polimero impreso y un material de union
que corresponde al templado. La informaciéon que ofrecen las isotermas, es importante, ya
que con ellas se pueden conocer la caracteristicas principales de los sitios de union,
indican la distribucidén de las afinidades en los sitios generados durante el proceso de
impresion, la cantidad de sitios; y con ello se puede optimizar la composicion del polimero

de acuerdo a los requerimientos de la aplicacion.

Un estudio realizado por Weiy Mizaikoff?® buscando la heterogeneidad de los sitios de
reconocimiento usando la metodologia de isoterma de unién de Freundlich donde
probaron tres formas de MIP (bloque, microesferas, y submicroesferas) con la misma
molécula molde. La isoterma de Freundlich describe la relacion entre la concentracion del

templado recuperado y la cantidad libre usando una asociacion constante y un indice de
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heterogeneidad para cada distribucion de afinidad que después de ser calculado puede

determinarse el numero de sitios con afinidades altas y bajas.

En 2007, Corton et al.*®* Estudiaron dos diferentes polimeros de impresion para
cloranfenicol, utilizando diferentes concentraciones del templado (MIP1 y MIP2
preparados con 323mg y 32mg de cloranfenicol respectivamente), evaluaron sus
cinéticas de adsorcion y las isotermas de unién. La capacidad y equilibrio de las isotermas
de unién se estimé utilizando tres modelos de equilibrio: Langmuir, Freundlich y Langmuir-
Freundlich. Los resultados que obtuvieron, demostraron la importancia que tiene la
cantidad de templado utilizada durante la sintesis del polimero, la cual repercute de
manera importante en la selectividad y la afinidad.

Sing, B. et al.*®

y su grupo de investigadores han sintetizado y caracterizado MIPs durante
el 2008, en un estudio preliminar sintetizaron hidrogeles impresos utilizando 2-
hidroximetimetacrilato (HEMA) y acido acrilico en un modelo de liberaciéon de glucosa.
Estudiaron las caracteristicas de unidn, y de liberacion in vitro de los polimeros impresos y
no-impresos. El polimero impreso mostr6 mayor adsorcion y mejor perfil de liberacion.
Realizaron posteriormente estudios semejantes pero sustituyendo el modelo de glucosa
por 5-fluorouracilo, y en este estudio encontraron que altas concentraciones de la
molécula molde durante la sintesis, mejora las caracteristicas de enlace y perfil de

liberacion del farmaco®’.

Otro ejemplo caracteristico de las aplicaciones de los MIPs, son los trabajos que durante
el 2009, Singh Dhruv y Mishra Shraddha® hicieron; en particular informan de dos
estudios acerca de la sintesis y caracterizacion de polimeros impresos para la extraccion
y remocion de UO,** y Cd (Il). Los cuales son metales muy tdxicos que generan
preocupacion al interactuar en el medio ambiente. El uranio provoca dano renal
irreversible y progresivo que en casos extremos lleva a insuficiencia renal e incluso la
muerte, en el primer estudio Dingh y Mishra sintetizan un MIP con interacciones ionicas
para el i6n uranilo, realizaron estudios de caracterizacion, selectividad y optimizacion del
MIP comparados con un polimero control (CP3) reportado previamente. Los MIP
ofrecieron resultados de recuperacion en muestras de agua del i6n uracilo mas efectivos

que el polimero CP; reportado anteriormente.
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De manera semejante sintetizaron MIP para recuperacién de Cadmio Il, el cual es uno de
los metales téxicos mas importantes segun la lista de la EPA (Environmental Protection
Agency). En este estudio, el polimero fue caracterizado mediante FTIR (Espectroscopia
Infrarroja de Transformada de Fourier), analisis elemental y determinacién del area
superficial. Los polimeros sintetizados exhibieron buenas propiedades de adsorcidén en

disolucidn acuosa con recuperaciones del 97-99%.

3.3.3.1. Modelos de Adsorcion.

El proceso de adsorciéon se presenta cuando una especie quimica (adsorbato) se une a
una superficie (adsorbente) mediante diferentes interacciones, de acuerdo al tipo de
interacciones entre el adsorbato y el adsorbente, existen dos clases de adsorcion: la
primera, cuando las interacciones son débiles (por ejemplo fuerzas de Van der Waals) la
adsorcion se considera fisica o fisisorcién, y cuando las interacciones son fuertes
(covalentes) la adsorcion es quimica o quimisorcion. Este fendbmeno generalmente es
descrito mediante isotermas, donde la cantidad de la especie que se adsorbe (B) esta en
funcién de de la concentracion del adsorbato (C) (o de la presién cuando es gas) a una
temperatura constante. La expresion general es:

B=Ck

Donde k es una constante de adsorcion. Cuando la isoterma no es lineal existen otras
aproximaciones para describir el fendmeno; las mas utilizadas son las de Langmuir y

Freundlich®.

Lincar
/

Freundlich

Langmuir

» C{mg/L)

Figura 7. Isotermas de Adsorcion de Langmuir y Freundlich.
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3.3.3.1.1. Isoterma de Langmuir.

La teoria de Langmuir asume sitios de enlace homogéneos, energéticamente
equivalentes y una vez que el adsorbato ha ocupado un sitio no existe interaccién entre
otras moléculas adsorbidas en sitios vecinos. Este modelo asume solo una clase de sitios
de enlace, pero existen otros modelos como bi-Langmuir para dos clases de sitios. Para
determinar los parametros de unién con los modelos de Langmuir se utiliza la
representacién de Scatchard, para obtener el grafico de la ecuacion Langmuir:

gzmm4m

Donde B es la cantidad adsorbida del adsorbato al equilibrio, C es la concentracién del
adsorbato al equilibrio, K es la constante de adsorcion de Langmuir y N; el numero de
sitios de reconocimiento accesibles. Al graficar B/C contra B es posible obtener el valor de
K de la pendiente y N de la intercepciéon en el eje de las abscisas. En sistemas
heterogéneos, la representacién de Scatchard es no lineal por lo que y la ecuacién de

Langmuir tiene dos términos:

_ NKC  N,K,C
1+K,C 1+K,C’

El grafico B/C vs B estda compuesto de dos lineas rectas correspondientes a cada uno de
los dos términos de la ecuacion. La linea con la pendiente mas inclinada corresponde a
los sitios de alta afinidad, mientras que la linea con el valor de pendiente menor indica los
sitios de menor afinidad®. La figura 8 ilustra la aplicacién del modelo de bi-Langmuir que
informan Cursio vy colaboradores*, al estudio de unién de polimeros de impresién
sintetizados por fracciones para el reconocimiento de glucosa que después se unira a

diferentes analitos.
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Figura 8. Isoterma de Bi-Langmuir (tomado de Curcio P. et al, 2007*")

3.3.3.1.2. Isoterma de Freundlich.

Es una funcidon empirica para adsorciones no ideales en superficies heterogéneas es

buena para describir fendmenos de adsorcién multicapa, se expresa mediante la siguiente

ecuacion:

B=aC"

Donde B es la cantidad de adsorbato adsorbida al equilibrio, a es el coeficiente de
adsorcion de Freundlich (relacionado con la capacidad de adsorcion Ny, y el promedio de
la afinidad, Ky), m es la constante de Freundlich que representa el indice de
heterogeneidad y tiene valores entre 0-1(valores cercanos a cero indican incremento en la
heterogeneidad y valores cercanos a uno indican mayor homogeneidad), C es la
concentracién del al equilibrio. El término B es calculado mediante un balance de masa
utilizando la siguiente ecuacion:

c,-C

M

B=V

Donde Cy es la concentracion inicial de adsorbato, C es la concentracion al equilibrio, V

es el volumen de la disolucién y M la masa del polimero impreso®.

3.3.3.1.3. Isoterma de Jovanovic

La isoterma de Jovanovic ha sido derivada a partir de datos de cinéticas y en contraste
con el modelo de Langmuir, esta toma en cuenta las interacciones entre el adsorbato

adsorbido y el libre. Esta isoterma se representa con la ecuacion:

B=N(1-¢™%
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Donde B y C son la cantidad de adsorbato adsorbido y libre, respectivamente. N es el
numero total de sitios de reconocimiento (la densidad de sitio de union o de la capacidad

de saturacion de monocapa) y K es la constante de adsrocion®.

3.3.3.1.4. Modelo de Langmuir-Freundlich.

Este modelo fue introducido en el estudio de los polimeros de impresion por Shimizu et al.

Y Guiochon et al*®*. El modelo describe la relacién entre la cantidad de adsorbato unida al
polimero (B) y la cantidad de adsorbato libre (C) al equilibrio, mediante la siguiente
ecuacion:
g NKJC
1+K,C"

Donde N; es el numero total de sitios de reconocimiento y Ky es media de la afinidad de
enlace. La variable a se relaciona con K, mediante Ko = a"™. El parametro de ajuste, m,
es idéntico al indice de heterogeneidad de sitios de la isoterma de Freundlich. Cuando m
se aproxima a la unidad, indica una superficie homogénea. Este modelo hibrido es
aplicable para datos de altas y bajas concentraciones asi como superficies homogéneas y

heterogéneas *+3°.

3.3.3.1.5. Modelo de Jovanovic-Freundlich.

El modelo hibrido de Jovanovic-Freundlich describe el fendmeno de adsorcidn en

superficies heterogéneas. El modelo puede expresarse como:

B=N,1-e*")

Donde m es el indice de heterogeneidad, varia entre cero y uno, y K es una constante que
solo depende de la temperatura y su magnitud indica una medida entre la energia de

interaccion energética entre adsorbente-adsorbato®*.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Como ya se ha mencionado en este trabajo, la infeccion del ganado bovino por garrapatas
es un problema de salubridad que tiene alto impacto en la economia ganadera al provocar
graves alteraciones en el ganado. Ademas con la aparicién de cepas resistentes sobre
todo de la especie Boophilus microplus a los acaricidas comercializados; exige el
desarrollo de nuevas formas farmacéuticas que permitan tratamientos mas eficaces. Cabe
recordar que el desarrollo de nuevas moléculas activas contra parasitos implica altos
costos de tiempo y dinero. Tomando en cuenta que la aparicion de especies resistentes a
estas nuevas moléculas, se caracteriza por que la resistencia se presenta cada vez en
periodos mas cortos. La via para el desarrollo de nuevos tratamientos, no debe recaer en
el desarrollo de nuevas moléculas activas, si no de formulaciones alternativas que den un

valor agregado a las moléculas ya existentes.

La tecnologia de Impresion Molecular ofrece la posibilidad de crear sistemas de liberacién
prolongada de farmacos de manera sencilla y rapida. Los sistemas de liberacion
controlada que consiguen tiempos de liberacidén prolongados y han demostrado ser muy
seguros para el manejo de animales. Y se ha comprobado que sistemas de liberacion
prolongada que contienen ivermectina tienen resultados favorables en el tratamiento
contra cepas resistentes de garrapatas y su aplicacion de ha sido utilizada en animales
salvajes de vida libre, con el objetivo de obtener una liberacion sostenida por largos
periodos con excelentes resultados. Asi, que de contar con polimeros molecularmente
impresos, es posible desarrollar una forma farmacéutica que cumpla con las exigencias
antes expuestas. Para lograr esto previamente debemos contar con estudios de sintesis y
caracterizacion de los polimeros que permitan profundizar en las interacciones del

polimero y el adsorbato de ivermectina, para lograr la formulacién eficiente.

En el desarrollo de este trabajo se proponen diferentes polimeros, a partir de acido
metacrilico y PETA como entrecruzador, se estudiaran variaciones en la proporcién
molecular de MMA:ivermectina y también variaciones en la temperatura utilizada durante
la sintesis del polimero, todo esto, para determinar cémo influyen estas variables en la
capacidad de unién farmaco-polimero lo que conlleva a un mejor entendimiento de estos
sistemas y asi desarrollar una forma farmacéutica de liberacion prolongada eficaz en el

tratamiento del ganado vacuno contra la garrapata.
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. OBJETIVOS.

5.1.0BJETIVO GENERAL.

Sintesis y caracterizacion de polimeros de impresién (estampados) derivados de
triacrilato de pentaeritrol (PETA) y &cido metacrilico (MMA) conteniendo

ivermectina (adsorbato) para la liberacion prolongada de la misma .

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

Sintetizar polimeros molecularmente impresos de ivermectina por el método de

bloque o monolito.

Estudiar el efecto que tiene la relacion estequimétrica del acido metacrilico
(mondédmero funcional) en la adsorcion y liberacidon de ivermectina por parte del
polimero, para lo cual se sintetizaran polimeros con proporciones 1:4 y 1:1 de

ivermectina:MMA.

Determinar las condiciones de temperatura y proporcién molar (Ilvermectina:MMA)

para la sintesis del polimero deseado.

Estudiar el efecto de la temperatura durante la sintesis en el comportamiento del
polimero, para tal efecto se sintetizaran polimeros a 65°C y a 4°C, para lo cual sera

necesario cambiar el método de polimerizacién de térmica a fotoquimica.

Caracterizar los sitios de reconocimiento en los polimeros sintetizados mediante

isotermas de adsorcion.

Estudiar la cinética de liberacion in vitro de ivermectina de los polimeros impresos

preparados.

Determinar cual polimero permitira desarrollar un sistema 6ptimo de liberacién

prolongada de ivermectina.
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6. EXPERIMENTAL.

6.1.INSTRUMENTACION Y REACTIVOS.
Espectrofotémetro UV-Visible, Agilen Tech 95.
Calorimetro Diferencial de Barrido DSC, Shimadzu 60.
Zetasizer nano DLS, Malvern 5.0.
Rotaevaporador Buchi.
Bafo Regulador de Temperatura, Thermo Electron Corporation.
Balanza Analitica, Explorer Ohaus.

Parrilla con agitacién magnética y termostato.

Ivermectina, Moléculas Finas de México S. A. de C. V.
Acido Metacrilico (MMA), Sigma-Aldrich.
Triacrilato de Pentaeritrol (PETA), Sigma-Aldrich.

2,2 -azobisisobutironitrilo (AIBN) AKZO Nobel Chemicals S. A. de C. V.

Cloroformo.

Etanol grado técnico destilado, Reactivos y Productos Quimicos Finos.
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6.2. METODOLOGIA.
6.2.1. Sintesis de Polimeros de Impresion.
La sintesis de los polimeros impresos fue realizada de acuerdo al método por bloques
descrito en la parte final de la seccion 3.3.1 (Proceso de Impresion Molecular). Utilizando
MMA como mondmero funcional en diferentes relaciones estequiométricas respecto a la
ivermectina de 4:1 y 1:1. . Se utilizé triacrilato de pentaeritrol; PETA como entrecruzador,
ivermectina como templado y AIBN como iniciador de la polimerizacion. Se sintetizaron

polimeros con estequiometria 1:1 (ivermectina:MMA) a temperaturas de 65°C y 4°C.

6.2.1.1. MIP 1:4:20.
Para la sintesis del Polimero Molecularmente Impreso; MIP 1:4:20 (donde 1 corresponde
a la proporcion molar de ivermectina, 4 la proporcién molar de MMA y 20 la proporcion
molar de PETA), se pesaron aproximadamente 875.1mg (1mmol) de Ivermectina y se
anadieron 340uL (4 mmol) de acido metacrilico y 5.11mL (20mmol) de PETA, se
disolvieron todos los reactivos en 10mL de cloroformo, se agregaron 7.2mg de AIBN
previamente disueltos en 1mL de cloroformo. La mezcla de reacciéon se colocé en un tubo
de ensayo tapado. Se burbujed N, al tubo y se sell6. Se coloco el tubo de reaccion en
bano de aceite a 65°C por 24 horas. El polimero de referencia no impreso, NIP; se

sintetizé con las mismas condiciones a excepcion de la adicién de lvermectina.

6.2.1.2. MIP 1:1:20.
Para la sintesis del MIP 1:1:20, se disminuyé la cantidad de MMA a 85uL, dejando una
proporcion molar ivermectina-MMA-PETA de 1:1:20 respectivamente. De igual manera se

sintetizd un polimero sin presencia de ivermectina; NIP correspondiente.

6.2.1.3. MIP-UV 1:1:20.
Utilizando las equivalencias molares del polimero anterior, se sintetizd6 otro tipo de
polimero sustituyendo el bafo de aceite de 65°C, por uno de 4°C en presencia de luz

ultravioleta como forma de iniciar la polimerizacién.

e Reaccion de Polimerizacion

La reaccion de polimerizacién se esquematiza en la siguiente figura 9, donde la
ivermectina que tiene grupos OH que la hacen capaz de interaccionar con el acido
metacrilico formando puentes de hidréogeno, lo que se conoce como pre-arreglo, que
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después se copolimeriza con el PETA formando de esta manera una cavidad que
contiene la ivermectina; éste es el sitio de reconocimiento. Se puede modificar la afinidad
de los sitios hacia la ivermectina al aumentar o disminuir la cantidad de MMA. En teoria; la
afinidad de cada sitio hacia su templado esta en funcién de la cantidad de interacciones
(no-covalentes) que presenté, y a su vez la cantidad de interacciones depende de la

porcion de mondmero funcional en el polimero.

Otra de las variaciones se encuentra en la forma de iniciar la polimerizacién, la forma
tradicional indica que se coloque la mezcla de reaccion en temperaturas mayores a la
temperatura ambiente, como lo es el bano de aceite a 65°C, pero también se puede iniciar
la polimerizacion a bajas temperaturas, por ejemplo a 4°C e induciendo la polimerizacién
mediante luz ultravioleta. Al polimerizar a menor temperatura, los sitios generados se
moldean de manera mas homogénea sobre el templado, aunque también lo hacen mas

lento, lo que probablemente disminuya la cantidad de sitios.

En la figura 9 se muestra la reaccion general de sintesis de un polimero de impresién de
ivermectina con acido metacrilico, PETA y diferentes condiciones de iniciacién de
polimerizacion una con temperatura elevada de 65°C; y otra con baja temperatura a 4°C y

radiacion ultravioleta.

PETA, AIBN,
65°C/4°C+Radiacién

Ivermectina

MIP de
Ivermectina

Figura 9. Reaccion de Polimerizacion.
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6.2.2. Remocion de Ivermectina de los Polimeros.
Después de la sintesis, los polimeros obtenidos se muelen y se lavan con el fin de
eliminar la lvermectina de los polimeros impresos. El polimero molido se deja en agitacion
con etanol durante 2 horas, pasado este tiempo se deja en reposo para que sedimente el
polimero y se decanta el etanol. Se repitid este procedimiento 3 veces. Terminados los
enjuagues se colocan los polimeros en el extractor Soxhlet con etanol durante 48 horas.
Terminado el lavado con Soxhlet, se filtra. Para comprobar que los polimeros quedaron

libres de Ivermectina, se corrieron espectros UV del etanol residual de los ultimos lavados.

6.2.3. Distribucién del Tamaio de Particula de los Polimeros.
Para determinar la distribucién del tamano de particula de los polimeros; se prepararon
suspensiones de 1mg de polimero en 10mL de etanol. Se coloc6é una muestra en el
equipo de difusidon dinamica de luz Zetasizer Nano DLS (Dynamic Light Scattering), a
25°C.

El equipo Zetasizer Nano DLS mide la difusién a un angulo de 173° la medicion se
fundamenta en la deteccién del movimiento Browniano y lo relaciona con el tamafo:

Cuanto mayor sea la particula menor sera el movimiento Browniano y viceversa*'.

Se realizaron tres medidas de 15 repeticiones cada una para cada tipo de polimero,
después se dejo la muestra en reposo durante 10 minutos y se repitié la serie de medidas

dos veces mas. Se repitio este ciclo para cada polimero.

6.2.4. Caracterizacion de los Sitios de Reconocimiento.
6.2.4.1. Espectroscopia de Infrarrojo (IR)
Los estudios de espectroscopia infrarroja se realizaron en la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion [USAI] de la Facultad de Quimica, la muestras fueron preparadas
en pastillas de bromuro de potasio (KBr) en el equipo de espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) Spectrum RXI Perkin Elmer, con el apoyo de la Quimica

Maricela Gutiérrez Franco.
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6.2.4.2. Isotermas de Adsorcion.
Se prepard una disolucién madre de ivermectina 25 mili molar (mM). A partir de esta

disolucion, se hicieron las diluciones necesarias para obtener las concentraciones

requeridas.
Diluciones teédricas preparadas (mM).
Concentraciones Bajas Concentraciones Medias Concentraciones Altas
0.02 0.1 1
0.04 0.2 2
0.08 0.4 5
0.1 0.6 15
0.8 25

Después de preparar las diluciones, se determinaron sus concentraciones reales
mediante espectroscopia UV a 245nm en el espectrofotometro uv-visible Agilen Tech 95 a
temperatura de 25°C.

Para determinar la capacidad de recuperacion de los polimeros sintetizados, se realizaron
isotermas de adsorcion, para esto se pesaron muestras de 15mg de cada uno de los
polimeros y se colocaron en tubos Eppendorf, cada muestra se puso en contacto con
1mL de la dilucidn correspondiente. Las muestras se colocaron en agitacion y temperatura
constante de 200rpm y 25°C respectivamente, durante 48 horas, con el fin del que el

sistema de adsorcion de ivermectina llegara al equilibrio.

Al término de este periodo, se determiné la concentracién de ivermectina en cada muestra
y se determind la cantidad de ivermectina adsorbida en la muestra de polimero, es decir la
capacidad de retencion (mg de ivermectina/mg de polimero). Para realizar la curva
isoterma se graficd la capacidad de retencién contra la concentracién de ivermectina

utilizada.

6.2.5. Estudios de Liberacioén in vitro.
6.2.5.1. Cargado de Ivermectina en el Polimero.
Con los polimeros limpios, se colocé una cantidad conocida de polimero (250mg) en el
desecador a 50°C y aproximadamente 30 mmHg por una hora y después se pusieron en
contacto con 25mL de una disolucién saturada de ivermectina en matraces sellados con

agitacion constante durante 48 horas. Terminado este periodo, los polimeros ya cargados
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de ivermectina; se filtraron, se secaron y se pesaron. Este procedimiento se repitié para

todos los polimeros preparados

Se determind la concentracién de ivermectina antes y después de la reaccién de
adsorcion mediante espectroscopia UV; extrapolando las absorbancias obtenidas a
245nm en una curva patron de Ivermectina. Al multiplicar la diferencia entre las
concentraciones antes y después de la adsorcion por el volumen utilizado durante el
experimento, y dividirla entre la masa de polimero utilizado, se obtuvo la carga del

polimero, quedando como:

Carga de POlimerO — mg ivermectina _ recupera%
mg polimero

6.2.5.2. Cinéticas Liberacion de Ivermectina.
Se pesaron 20mg de cada uno de los polimeros cargados; MIPs y NIPs, se les afiadieron
25mL de etanol con temperatura y agitacion constantes 37°C y 260rpm, durante 48 horas.
En cada tiempo se realizaron tomas de 500uL de la disolucion y se reemplazaron por
500uL de etanol puro cada vez. Cada muestra fue diluida en 10mL de etanol y
posteriormente se determind la cantidad de ivermectina liberada en cada tiempo

correspondiente, mediante espectroscopia UV y la curva patrén previamente hecha.

Cinética de Liberacion de Ivermectina

Muestreo Tiempo (horas) Muestreo Tiempo (horas)

1 0.5 7 12
2 1 8 24
3 2 9 26
4 3 10 30
5 5 11 32
6 8 12 48
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1.SINTESIS DE POLIMEROS IMPRESOS Y NO IMPRESOS DE IVERMECTINA.
Para cada polimero impreso sintetizado, es decir MIP, se sintetizO un polimero no
impreso, NIP, que contenia todos los componentes del polimero con excepcion de la
molécula de Ivermectina. El fin de cada NIP es comprobar la afinidad y la formacion de
sitios de reconocimiento que presentan los MIPs como resultado de la impresién o

moldeado que se generd durante la polimerizacion, es decir funcionaron como blancos.

Se sintetizaron tres tipos de polimeros que se nombran de acuerdo a la proporcién molar
Ivermectina: MMA: PETA, y la forma de iniciar la polimerizacién, se tienen entonces: MIP
1:4:20, MIP 1:1:20 y MIP-UV 1:1:20. El primero se refiere al polimero sintetizado utilizando
un equivalente molar de ivermectina, cuatro equivalentes de MMA y 20 de PETA, el
segundo indica que el polimero se sintetizé utilizando un equivalente del templado, uno de
MMA vy veinte de PETA, y el ultimo se sintetizd con las mismas proporciones molares que
el anterior, con la diferencia de que la polimerizacion se inicié con luz ultravioleta, que es

lo que indica la terminacion (-UV).

En la primera sintesis; MIP 1:4:20, los polimeros obtenidos eran sélidos de color blanco y
al molerlos se obtenia un polvo muy fino tanto del polimero impreso como el no impreso.
Se procedié a remover la ivermectina y realizar estudios de liberacion. Sin embargo, al
realizar los estudios de liberacion in vitro de la ivermectina, el comportamiento observado

no era el esperado, como se describira mas adelante.

Se decidié entonces disminuir la cantidad de mondmero funcional, buscando modificar el
comportamiento de liberacién. Sintetizando los polimeros tipo 1:1:20, y se agregd ademas
la otra variante en la temperatura de sintesis, se observaron claras diferencias
macroscoépicas entre los polimeros obtenidos con luz UV vy los sintetizados por el método

tradicional, lo que se ilustra en la figuras 10 y 11.
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Figura 10. Polimeros Sintetizados con equivalencias 1:1:20 (Ivermectina: MMA: PETA) por el método
tradicional.
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Figura 11. Polimeros Sintetizados con equivalencias 1:1:20 (Ivermectina: MMA: PETA) con luz ultravioleta.

Los polimeros obtenidos fotoquimicamente eran translucidos, de textura suave y muy
regular, mientras que los obtenidos por el método tradicional eran blancos, opacos y de
textura ligeramente aspera. Este resultado puede ser producto de la micro estructura del
polimero, cuando la temperatura de polimerizacién es mayor, se forman micro sitios
capaces de dispersar la luz, de la misma forma que el MIP a baja temperatura. Sin
embargo el NIP a baja temperatura es transparente lo que sugiere que no hay estos
micrositios generados o bien por el desorden proveniente de la agitacion térmica o por la

molécula horma.

Los polvos obtenidos de la molienda de los polimeros, tanto los de UV como los del
metodo tradicional en todos los casos impresos y no impresos resultaron en particulas
mas gruesas que los polvos finos obtenidos en la primera sintesis. En seguida se

procedio6 al lavado de los polimeros para extraer la lvermectina.
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7.1.1. Remocién de Ivermectina.
La extraccion de ivermectina de los polimeros impresos, es un proceso largo, puesto que
es necesario desplazar la molécula horma de la matriz polimérica a través de muchas
interacciones soluto-disolvente. Este proceso requirié al menos de 48 horas. Primero se
colocaron los polimeros en etanol con agitacion durante dos horas, después se retird el
etanol y se agregd etanol limpio con agitacion durante dos horas mas. Este ciclo se repitio
tres veces para cada polimero. Se siguid la eliminacion de ivermectina mediante
espectroscopia ultravioleta, donde se determind que el pico maximo de absorbancia de la
ivermectina en 245nm de longitud. En el gréfico 1, se ilustran los espectros ultravioleta
después los ciclos en agitacién con etanol de los lavados de los polimeros MIP y NIP
1:4:20, del etanol limpio y de la ivermectina, éstos ultimos se utilizaron para comprobar la

presencia o ausencia de ivermectina en los polimeros.
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Grifico 1. Muestras de etanol del primer lavado con etanol de los polimeros MIP y NIP 1:4:20.

Se puede observar que el polimero impreso MIP contiene altas concentraciones de
ivermectina ya que el espectro se muestra saturado, mientras el espectro del polimero no
impreso, NIP, se sobrepone al espectro del etanol limpio lo que indica que el polimero se
encuentra libre de ivermectina. En el grafico 2 se colocaron los espectros
correspondientes al ultimo ciclo de agitacion con etanol al que se sometieron los
polimeros. Se puede notar que la cantidad de ivermectina ha disminuido en el MIP ya que
el espectro obtenido se asemeja al espectro de ivermectina que se utilizd para

comparacion.
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Grafico 2. Muestras de etanol proveniente del lavado realizado después de 3 ciclos en agitacion con etanol de los
polimeros 1:4:20

Posteriormente con el sistema de reflujo de shoxlet se realiz6 un lavado de 48 horas y con
ello se elimind gran parte de la ivermectina restante en el polimero. Como se observa en
el grafico 3, muestra los espectros resultantes del lavado con el sistema shoxlet, el
espectro del MIP es muy cercano a espectro de etanol. Posteriores lavados hicieron que
el espectro de la disolucién proveniente del lavado y del etanol se superpusieran

sugiriendo que ya no hay ivermectina, ni oligdmeros solubles o AIBN, cloroformo, etc.
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Grafico 3. Muestras de etanol después de la extraccion con Soxhlet.
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Se muestran unicamente los espectros obtenidos durante el lavado de los polimeros
1:4:20, pero este procedimiento de remocion se aplicé también a los polimeros MIP 1:1:20

y MIP-UV 1:1:20, hasta eliminar la ivermectina.

7.1.2. Distribucién del Tamaino de Particula.
La determinacién de la distribucion de tamafio de particula de un sdlido, es importante en
el area farmacéutica por estar relacionado con las propiedades fisicas, quimicas y
farmacoldgicas de una sustancia o forma farmacéutica. Puede afectar la liberacién del
farmaco en un SLM durante su administracion, afecta las propiedades reolégicas de polvo
y como consecuencia impacta de manera importante durante la formulacion y/o
manufactura de las suspensiones, tabletas o emulsiones'’. A continuacion se presentan

los resultados en forma de tabla.

Tabla 4. Distribucion del Tamaifio de Particula de los polimeros molecularmente impresos.

. Promedio de tamaio de Promedio de tamaio
Promedio de

. . ~ . particula con 20 de particula con 40
Tipo de polimero tamafio de particula . .
minutos de reposo minutos de reposo
(nm)
(nm) (nm)
MIP 1:4:20 3496 106.2 385.7
NIP 1:4:20 5822 105.2 193.9
MIP 1:1:20 2955 449.6 439.7
NIP 1:1:20 1653 814 173.6
MIP-UV 1:1:20 1330 487 547.3
NIP-UV 1:1:20 2789 782.6 615.4

En la Tabla 4, los resultados indican que en el tamafio promedio de las particulas de
todos los polimeros es grande, un resultado esperado después de un proceso de
molienda mecanico simple. Se observa que existe gran variacién en las distribuciones de
tamario de particula pues se encuentran tamanos del orden de 100 nanédmetros hasta casi
6000 nm, también es notorio como las particulas mas grandes mayores a mil nanémetros
sedimentan rapidamente y aquellas menores a los 900 nandmetros lo hacen mas
lentamente, pues las primeras son detectadas de inmediato y sedimentan tras veinte
minutos de reposos mientras que las otras se observan después de veinte y de cuarenta

minutos de reposo.

La diferencia mas notoria se observa después de 20 minutos de reposo de las muestras,

al comparar el polimero MIP 1:4:20 con su contraparte NIP 1:4:20 se observa que tienen
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promedio de tamafio semejantes, asi entonces no existe una diferencia notoria en la

estructura de ellos.

Por otra parte, los polimeros MIP 1:1:20 y MIP-UV 1:1:20 mostraron tamafos de particula
cuatro veces mas grandes que los 1:4:20, lo que indica que la cantidad mondmero
funcional afecta la estructura del polimero, el mayor tamafio de particula revela mayor
resistencia en los polimeros impresos 1:1:20, esta mayor resistencia se puede relacionar
con menor porosidad y por lo tanto menor cantidad de sitios de unién respecto a los
polimeros 1:4:20. También es notorio el mayor tamafio de particula de los NIPs tipo
1:1:20, de ello se concluye que la presencia de ivermectina (templado) también se ve
reflejada en formacion estructural del polimero, ya que al no tener templado, el polimero
no genera sitios impresos lo que disminuye la porosidad del polimero y aumenta su
resistencia al impacto. Finalmente el comportamiento de los polimeros de la variedad
1:1:20 no muestra una diferencia significativa debida a la temperatura utilizada durante la
sintesis, es decir que los polimeros MIP 1:1:20 y MIP-UV 1:1:20 tiene comportamientos
semejantes entre si, lo mismo que sus contrapartes no impresas; asi entonces, como

conclusion de este estudio, la temperatura no afecta la estructura del polimero.

Cabe aclarar que durante la molienda no se buscé un tamafio de particula especifico; y
solo se realizé este proceso buscando una mejor manipulacion de los polimeros. No
obstante, es importante sefalar que aunque los resultados de este estudio permitieron
inferir diferentes cuestiones sobre la estructura de los polimeros, no son determinantes y
la caracterizacién sobre los sitios de enlace se realiza mas a detalle con los experimentos
de isotermas de enlace en el punto 7.2.2 de este trabajo. Adicionalmente, se ha
encontrado en la literatura que la capacidad de reconocimiento molecular de los MIPs
depende fundamentalmente del centro de templado u hormado y no del tamafo de la
particula® 2°.
7.2.CARACTERIZACION DE LOS SITIOS DE RECONOCIMIENTO.
7.2.1. Espectroscopia de IR.

Para continuar con la caracterizacion de los polimeros, se hicieron estudios de
espectroscopia de infrarrojo, con el fin de determinar la composicion quimica del polimero
y la presencia o ausencia de la ivermectina. En los cuales se pueden observar las bandas

caracteristicas de lvermectina para compararlas con los espectros IR que presentan los
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polimeros tanto impresos como no impresos que se encuentran libres o cargados de

ivermectina.

En el grafico 4 se ilustra el espectro infrarrojo de la ivermectina, en la cual se destacan las
principales bandas que caracterizan esta molécula, que se presentan en forma de tabla a

continuacion.
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Grafico 4. Espectro de Infrarrojo de la ivermectina.

Tabla 5. Grupos funcionales de IR de Ivermectina

Grupo Funcional Longitud de Onda (cm™)
-CH3, CH2 2988, 2934, 1456, 1380
-OH 3480
C=C 1732
C=0, RCOR 1716, 1190

En los graficos 5 y 6 se superponen los espectros infrarrojos de Ivermectina con los
polimeros, en el primero se encontrd que la banda de absorcidon a 2988cm
correspondiente a los grupos metilos y metilenos (-CHyx) asi como la de 3480
correspondiente a los grupos hidroxilo (-OH) de la molécula de Ivermectina, son de

menor intensidad cuando ésta se encuentra contenida en el polimero y ademas la
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presencia del polimero aumenta la intensidad de la banda en 1736cm™ debida a la

presencia de grupos carboxilicos no saturados del polimero (C=C-COOQOH).

Mientras que en el grafico 6, existen bandas a 1120, 1050 y 986cm™ que desaparecen al

estar en presencia del polimero lo que también comprueba que la ivermectina esta
contenida en el polimero.
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Grifico 5. Espectros de Infrarrojo de Ivermectina y MIP 1:4:20 conteniendo ivermectina (4000-1500cm™)
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Grifico 6. Espectros de Infrarrojo de Ivermectina y MIP 1:4:20 conteniendo ivermectina (1500-500cm‘1)
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El grafico 7 ilustra los espectros del polimero MIP-UV con y sin ivermectina. La intensidad
de las banda del hidroxilo (3500cm™) y metilos y metilenos (2960, 2930cm™),
correspondientes a la ivermectina, se incrementa cuando ésta se encuentra contenida en
el polimero. En cambio la intensidad en 1734cm’™ correspondiente al polimero, no cambia
en el polimero libre o cargado de ivermectina. Esto indica la interaccion existente entre el

polimero y su templado.
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Grafico 7. Comparacion de Espectros IR para MIP-UV 1:1:20 libre y MIP-UV 1:1:20 cargado de ivermectina.

En el grafico 8 se colocaron los espectros de los diferentes polimeros comparados con la
ivermectina divididos en dos segmentos de longitud con el fin de mejorar la claridad de los
espectros sobrepuestos. En la primera parte del espectro; que abarca desde 4000 hasta
1500 nm™, en la longitud del oxidrilo a 3480 nm™ puede notarse que los polimeros MIP
1:1 y MIP-UV 1:1 tienen intensidades muy parecidas entre si mientras que difieren un
poco de la intensidad del polimero MIP 1:4. El mismo caso se presentan en las longitudes
de 2988 y 2934cm™, la intensidad de la sefial es menor para el MIP 1:4 que para los MIPs
1:1y MIP-UV 1:1.

Las bandas anteriormente sefialadas dependen de la presencia de ivermectina ya que la
banda de 1734cm™ cuya intensidad depende principalmente a los polimeros, se

superpone con la misma intensidad y forma para todos los polimeros. Asi que del analisis
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de la primera parte se deduce que la interaccién entre el templado y los polimeros MIP 1:1
y MIP-UV 1:1 es semejante mientras que el polimeros MIP 1:4 se comporta de manera
diferente al interactuar con la ivermectina, lo que se ve reflejado en las diferencias que
tienen las intensidades de las bandas de 3480, 2988 y 2934cm™ del MIP 1:4 y los otros

dos.

En la parte del espbectro que abarca longitudes de 1600 a 400cm™, no se aprecia una
diferencia considerable entre los polimeros. Lo destacable de esta parte es que todos los

polimeros enmascaran las bandas de la ivermectina a 1120, 1050 y 986cm’™

El analisis de los espectros de infrarrojo demuestra que la ivermectina interacciona con
los polimeros y que es contenida dentro de los polimeros impresos, también muestra que
ésta interaccion se modifica principalmente por la proporcion molar de MMA:ivermectina,
que marco diferencias notorias en los espectros MIP 1:4 respecto a los MIP 1:1 y MIP-UV
1:1. Los espectros del MIP 1:1 y MIP-UV lucen similares, este hecho sugiere que el
cambio de temperatura durante la sintesis del polimero no modifica profusamente la
interaccion polimero-ivermectina. Las interacciones entre la ivermectina y los sitios de
unién de los polimeros se detallaran en las siguientes secciones correspondientes a la

absorcién y liberacion de ivermectina.
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Griéfico 8. Espectros de IR de la ivermectina y de los polimeros MIP 1:4:20, MIP 1:1:20 y MIP-UV 1:1:20 con
ivermectina.

7.2.2. Isotermas de Adsorcion.
La caracterizacion de los sitios de unidon mediante isotermas de adsorcion indica la
eficiencia del proceso de impresion sobre los polimeros lo que es trascendental en la
afinidad del polimero hacia su templado. Ademas, los parametros obtenidos de los ajustes
en los modelos contribuiran en la seleccion del tipo de polimero ideal para el desarrollo
del sistema de liberacion prolongada.

7.2.2.1. Seleccion del Modelo de Isoterma de Adsorcion.

Después haber realizado los experimentos necesarios y obtener los datos
experimentales, se seleccionaron los modelos de isoterma de adsorcidn que se ajustaron
a los datos obtenidos. Existen diferentes maneras de analizar el ajuste de datos a un
modelo seleccionado, siendo la mas simple la linealizacion sobre todo para modelos que
tienen dos parametros. Y para aquellos modelos que tienen tres o mas parametros, es
conveniente utilizar métodos no lineales. Para evaluar la bondad del ajuste, es comun
emplear funciones de error. El parametro habitualmente usado es la funcién F de Fisher,
definida por:
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. n_l ZLI (Bexp,i _Ei)z
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Donde n es el numero de puntos experimentales Beyp; son los puntos experimentales

Bcaci son los valores calculados, B, y B.w.son el promedio de los resultados

experimentales y calculados respectivamente, y / es el numero de parametros ajustables

en el modelo de isoterma. En este caso el modelo que mejor se ajusta es aquel en el cual

la F calculada tiene el valor mas grande®.
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Grifico 9. Ajustes de los diferentes modelos de isotermas de adsorciéon para el polimero MIP 1:1:20.

El grafico 9 muestra los resultados que describen el fenédmeno de unién del polimero MIP

1:1:20, se graficé la capacidad de retencion (mg Ivermectina recuperada/mg de polimero)

contra la concentracion total de ivermectina utilizada (mM). Se efectuaron los ajustes de
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los diferentes modelos de isotermas. A partir de éstos fueron calculados los valores

estadisticos: Coeficiente de correlacion al cuadrado (R?), F de Fisher y Chi cuadrada (X?).

Ya que el modelo de la isoterma de Freundlich cuenta con dos parametros en la ecuacion
los parametros pueden calcularse linealizando los datos. Para linealizar, se gréfica el
logaritmo de la capacidad de retencién contra el logaritmo de la concentracién de
ivermectina como se muestra en la figura 12, por lo que se calcularon los parametros

estadisticos del modelo no linealizado y linealizado de este modelo.

logB=mlogC +log a

log B

loga

logC

Figura 12. Modelo Linealizado de Freundlich

En la tabla 6 se puede ver que el modelo hibrido de Langmuir-Freundlich presenta los
mejores coeficientes de correlacion, pues son cercanos a la unidad. Los valores de F para
éste modelo son los de mayor magnitud y adicionalmente se puede ver que estos
modelos tienen los valores menores de Xi>. Los parametros estadisticos indican que el
modelo de Langmuir-Freundlich es el que mejor describe el comportamiento del polimero

MIP 1:1:20 en la adsorcion de ivermectina.

Tabla 6. Parametros de ajuste a la isoterma del MIP 1:1:20 para cada modelo probado.

MIP 1:1:20 R? F Xi?

Temkin 0.9650 542.3505 7.71E-04
Langmuir Bi 0.9603 159.5248 8.74E-04
Lamngmuir- Freundlich 0.9951 2008.7623 1.07E-04
Jovanovic-Freundlich 0.9951 2008.5793 1.07E-04
Freundlich 0.9951 2008.4659 1.07E-04
Freundlich Linealizado 0.9693 539.21191 -

En la tabla 7 se muestran los ajustes realizados al polimero MIP-UV 1:1:20. Los valores
estadisticos de R2, Fy X2, muestran tendencias parecidas al polimero anterior; MIP
1:1:20. Los mejores ajustes son con los modelos de Freundlich, Jovanovic-Freundlich y

Langmuir-Freundlich, donde éste ultimo muestra una bondad de ajuste mucho mayor que
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los dos anteriores, ya que la F de Fisher para este modelo es mas de cuatro veces mayor
qgue los otros modelos, la Xi? es diez veces menor y el coeficiente de correlacién es el mas
cercano a la unidad. Por lo que se concluye que el comportamiento de las isotermas de

los polimeros tipo 1:1:20 pueden ser descritas por el modelo de Langmuir-Freundlich.

Tabla 7. Parametros de ajuste a la isoterma del MIP-UV 1:1:20 para cada modelo probado.

MIP-UV 1:1:20 R’ F Xi’

Temkin 0.9888 887.4375 3.24 x10*
Langmuir Bi 0.9872 388.1899 3.70 x10™
Lamngmuir- Freundlich 0.9998 43320.276 3.43 x10°
Jovanovic-Freundlich 0.9889 943.5304 3.10 x10™
Freundlich 0.9888 887.7432 3.29 x10™
Freundlich Linealizado 0.9650 469.3224 -

Esta prueba pone en evidencia que los comportamientos de adsorcién de estos polimeros
siguen el mismo modelo ya que las isotermas de los dos polimeros MIP 1:1:20 y MIP-UV
1:1:20 ajustan de manera similar en los modelos probados. Este resultado es de
esperarse, ya que el modelo de Langmuir Freundlich esta basado en el fendmeno de
adsorcion en materiales con posibilidad de superficies heterogéneas con baja o alta
afinidad y es por esta razén que en la literatura se encuentra que es el modelo mas

empleado para los MIPs.

Se prosiguié con la seleccion del modelo de isoterma para el polimero MIP 1:4:20. Los
parametros obtenidos muestran que el mejor ajuste de nuevo es con el modelo de
Langmuir-Freundlich, sin embargo no es un ajuste tan bueno como lo fue para los otros
polimeros, el valor de X? es de la misma magnitud que los valores obtenidos
anteriormente, y también el coeficiente R? estd mas alejado de uno. Finalmente el valor
estadistico de F, que es el parametro al cual se le estda dando mayor jerarquia en la
seleccion del modelo, es un valor muy bajo comparado con los valores calculados en los
otros polimeros, pero puede considerarse admisible ya que de los modelos utilizados es el

que tiene mayor bondad de ajuste.

Tabla 8. Parametros de ajuste a la isoterma del MIP 1:4:20 para cada modelo.

MIP 1:4:20 R? F Xi’

Temkin 0.8982 82.7751 7.67 x10™
Langmuir Bi 0.87281 33.1110 9.58 x10™
Lamngmuir- Freundlich 0.9526 122.6265 3.57 x10*
Jovanovic-Freundlich 0.9280 119.0633 5.42 x10™
Freundlich 0.9252 119.0620 5.42 x10™
Freundlich Linealizado 0.9469 54.5448 -
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7.2.2.2. Analisis de Isoterma de Freundlich.
Se realizé al ajuste de datos al modelo de Freundlich linealizado ya que el ajuste con
datos linealizados resulta mas sencillo e incluso puede servir de guia para los ajustes con

el modelo de Langmuir-Freundlich.

Después de ajustar el modelo de Freundlich a los diferentes polimeros, se colocaron los
parametros obtenidos en la tabla 9. Para verificar la bondad de ajuste, se analizan los
coeficientes de correlacion. El modelo no muestra un buen ajuste a los datos del polimero
MIP 1:4:20, también se observa que tampoco tiene un buen ajuste para los polimeros no
impresos NIPs 1:4:20, NIP 1:1:20 y tampoco NIP-UV 1:1:20. Una de las razones por las
que el modelo no ajusta debe ser porque una de las condiciones para aplicar el modelo de
Langmuir; es tener sistemas de adsorcion homogéneos y energéticamente equivalentes
(como se menciona en la seccién 3.3.3.1.1), el hecho de que el modelo no se ajuste a

éstos polimeros puede ser indicativo de que se trata de sistemas heterogéneos.

La constante promedio de la afinidad (Ko), indica la fuerza de unién que presenta el
polimero por la ivermectina. Se puede obtener a partir de la expresion®*: Ko = a”™. Los
polimeros sintetizados con cuatro equivalentes del monémero funcional muestran mayor
afinidad que los sintetizados con un equivalente de mondémero. Tedricamente, los
polimeros impresos MIP’s deben mostrar mayor afinidad que los NIP’s; esta tendencia la
muestran los polimeros tipo 1:1:20 y es posible observar que los valores de las afinidades
de los polimeros impresos MIP 1:1:20 y MIP-UV 1:1:20 son semejantes entre si, sin
embargo, los valores de Ky que indican la fuerza de unién de la ivermectina al polimero
son mayores, este resultado esta acorde con algunos antecedentes de la literatura para
MIPs con otros templados, ademas resulta légico, a una mas baja temperatura de
polimerizacion la estructura del complejo resultante de la preorganizacion entre los
monodmeros funcionales y la ivermectina esta mejor definido, dando como resultado sitios

mejor moldeados.

Tabla 9. Constantes obtenidas a partir del modelo de isoterma de Freundlich.

Tipo de Polimero a m Ko R?

MIP 1:4:20 0.0243 1.0350 0.0276 0.9252
NIP 1:4:20 0.0201 1.3953 0.0609 0.8947
MIP 1:1:20 0.0078 1.1416 0.0143 0.9694
NIP 1:1:20 0.0035 1.2047 0.0092 0.9572
MIP UV 1:1:20 0.0098 1.1427 0.0174 0.9650
NIP UV 1:1:20 0.0037 1.1261 0.0069 0.8836
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La tabla 9 también indica que los polimeros tipo 1:4:20 mostraron mayor afinidad que los
del tipo 1:1:20, debido a que los primeros son capaces de presentar mas interacciones
con la ivermectina. Un caso interesante se presentd con el polimero no-impreso, NIP
1:4:20, que mostré mayor afinidad que el polimero impreso, MIP 1:4:20. No obstante la
mayor afinidad mostrada por el polimero no impreso NIP 1:4:20, al analizar los ajustes
lineales en el grafico 10 se puede observar como las lineas de ajuste se entrecruzan; esto
indica que ha concentraciones mas elevadas el NIP 1:4:20 presenta mayor afinidad y en
cambio en concentraciones bajas el polimero impreso MIP 1:4:20 muestra mayor afinidad.
Cabe senalar que mientras menor se la concentracion de templado, los sitios capaces de
interaccionar con la ivermectina son mas especificos y de mayor afinidad. Este analisis
indica que el NIP 1:4:20 presenta gran cantidad de interacciones superficiales que se
manifiestan en altas concentraciones de ivermectina; en cambio el polimero MIP 1:4:20

mostro sitios mejor definidos al presentar mayor afinidad en concentraciones muy diluidas.

Esto quiere decir que el MIP tiene sitios de reconocimiento molecular mas especifico
aunque no necesariamente tiene mayor numero de sitios totales en comparacién con el
NIP. Estructuralmente se puede interpretar como que los carboxilatos capaces de
interactuar fuertemente con los grupos —OH de la ivermectina estan orientados libremente

en la superficie del polimero aunque no formando sitios estructuralmente moldeados.

En general, los resultados advierten que, al tener una mayor proporcion de equivalentes
molares de MMA, los polimeros 1:4:20 que no estén moldeados (NIP), mostraran una
gran cantidad de interacciones a altas concentraciones pero poco especificas, mientras
tanto a bajas concentraciones aumenta de forma importante el numero de interacciones
especificas, es decir, cuando se moldea el polimero hay un mayor numero de sitios con

mayor capacidad de reconocimiento molecular por la ivermectina.

Estos resultados son similares a los descritos por Hiratani y colaboradores®, que
sintetizaron polimeros de impresion para la liberacion controlada de timolol; concluyen
que en los polimeros impresos, mas equivalentes de MMA forman parte del sitio de unién
y en consecuencia se forman menos cavidades por lo que la capacidad de recuperacion
se ve disminuida pero la afinidad de cada sitio es mayor comparada con los sitios de los

polimeros no impresos.
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El analisis de los graficos del modelo de linelizado de Freundlich ilustrados en la grafica
10, para los polimeros del tipo 1:1:20, confirma las afinidades mostradas en la tabla
anterior. Ambos polimeros impresos, MIP 1:1:20 y MIP-UV 1:1:20; muestran mayor
afinidad que sus contrapartes no impresas, y a diferencia del polimero 1:4:20, muestran

mayor recuperacion en todo el intervalo de las concentraciones trabajadas.

En general, los polimeros tipo 1:4:20 que tienen mayor cantidad de MMA tienen mayor
promedio de afinidad que los tipo 1:1:20, debido a su capacidad para tener mas

interacciones con la ivermectina.

Finalmente del analisis del modelo de Langmuir aplicado a las isotermas se tiene que; los
polimeros MIP 1:4:20, NIP 1:4:20, NIP 1:1:20 y NIP-UV 1:1:20 podrian ser sistemas
heterogéneos, que el efecto de impresién aumenta la afinidad y uniformidad de los sitios
aunque también disminuye la cantidad de los mismos, también se concluye que una
mayor cantidad de MMA aumenta la cantidad de interacciones pero también aumenta la

diversidad de sitios de los mismos.
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Grifico 10. Ajustes de Freundlich en los diferentes polimeros. A) Polimeros MIP 1:4:20 y NIP 1:4:20. B)
Polimeros MIP 1:1:20 y NIP 1:1:20 y C) Polimeros MIP-UV 1:1:20 y NIP-UV 1:1:20
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7.2.2.3. Analisis de Isoterma de Langmuir-Freundlich.
Una de las ventajas que presenta este modelo hibrido es; que es capaz de describir
comportamientos en concentraciones muy diluidas y saturadas del templado en forma
conjunta o por separado43, ademas de ser aplicable a superficies homogéneas y
heterogéneas34. Estas propiedades ayudaran en la descripcion de las diferentes
variedades de sitios impresas en los polimeros. Asimismo durante la selecciéon del
modelo, ha sido precisamente el modelo de Langmuir-Freundlich el que mostré mejores

parametros estadisticos: F, X? y R%

Con el propdsito de profundizar el analisis la isoterma, se llevaron a cabo ajustes del
modelo por secciones de acuerdo a la concentracion de ivermectina. Se plantean tres

zonas de ajuste: concentraciones bajas, concentraciones medias y altas.

En la tabla 10, se muestran los parametros derivados del ajuste de datos en altas
concentraciones, en el intervalo de concentraciones altas se toman en cuenta
concentraciones de ivermectina desde; 1mM, hasta 25mM. Cabe recordar que en esta
zona se observan principalmente los sitios cuyo acceso es mas facil (sitios superficiales) y

que generalmente son los de menor afinidad en el polimero en cuestion.

En cuestion de los polimeros MIP 1:4 y NIP 1:4, se observa que las constantes de
afinidad (Ko) son del la misma magnitud, ligeramente mayor para el MIP lo que demuestra
la presencia de sitios moldeados en el polimero impreso. Sin embargo, la cantidad de
sitios (N) del NIP es mayor que los sitios del MIP, asi es que la capacidad de recuperacion
se incrementa por la cantidad de MMA superficial y esto explica el hecho de que el
polimero NIP retenga mayor cantidad de ivermectina en altas concentraciones a pesar de

que las interacciones sean de menor afinidad, como se muestra en la grafica 11.

El indice de heterogeneidad (m) sugiere que si la superficie de los polimeros es
homogénea ya que para el MIP 1:4 y NIP 1:4 se tienen valores cercanos a 1 para el indice
de heterogeneidad, aunque para asegurar esto categdéricamente, lo mas conveniente es
tener mas puntos experimentales, entonces éste parametro se revisara posteriormente
con un ajuste general con todos los datos, con lo que se determinara el grado de

heterogeneidad de éste y los demas polimeros.
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Grifico 11. Ajuste no lineal del modelo de Langmuir-Freundlich sobre las isotermas MIP 1:4:20 y NIP 1:4:20 en
altas concentraciones de ivermectina.

En el caso de los polimeros MIP 1:1:20 y NIP 1:1:20 se observa una mayor densidad de
sitios en el polimero no impreso, pero el MIP 1:1 tiene mas afinidad que el polimero no-
impreso. En este caso la cantidad de monémero funcional (MMA) es la minima para lograr
la impresién por lo tanto la captacion de ivermectina sera mas influenciada por la afinidad
de los sitios que por la cantidad de ellos, es por eso que; al contrario de los MIP y NIP 1:4,
en los polimeros tipo 1:1 el polimero impreso recupera mas ivermectina que su respectivo

NIP, como se observa en el grafico 11.

La comparacién del polimero MIP-UV 1:1 con el NIP-UV 1:1 muestra la misma tendencia
que los MIP y NIP 1:1, es decir, el NIP-UV tiene mayor cantidad de sitios que
interaccionan con la ivermectina pero las interacciones son mas débiles que el MIP-UV
por que éste ultimo fue moldeado, lo que formd menos sitios, fendmeno que ayuda a la

mayor capacidad de recuperacion por parte del MIP-UV.

Al confrontar las afinidades y la cantidad de sitios de los polimeros impresos con un
equivalente, es decir MIP 1:1:20 y MIP-UV 1:1:20, se tiene que, el sintetizado con calor
(MIP 1:1:20) tiene mayor cantidad de sitios que el sintetizado en baja temperatura (MIP-

UV 1:1:20), pero al mismo tiempo la afinidad del MIP-UV es superior a la del MIP 1:1:20.
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Aunque las diferencias de los parametros N y Ko entre estos polimeros son minimas, se

ve reflejado ligeramente el efecto de la temperatura.

En términos generales los MIP (polimerizados con calor) tienen mas sitios pero de menor
fuerza, este fendmeno es logico, ya que lo que genera sitios de estructura mas parecida a
la molécula molde es que la estructura del complejo preorganizado antes de la
polimerizacion este bien definida y esto es mayor a mas baja temperatura, por lo que los
polimeros, polimerizados con UV, a 4°C, cumpliran este requisito. La menor temperatura
en la sintesis también provoca una menor area o que los poros en el polimero sean mas
pequenos, por esta razon el numero de sitios disminuye. No obstante, la diferencia en el
reconocimiento del templado debida al cambio de temperatura de sintesis, no es

considerable; por lo menos en condiciones de saturacion.

Hay que senalar que el valor de N no es la cantidad fisica de sitios en toda la superficie
del polimero, en realidad se refiere a la densidad de sitios de unién. Eso quiere decir que
la cantidad de sitios por area en la superficie del polimero es baja comparada con la
densidad de los polimeros tipo 1:1, pero son sitios de mayor afinidad por que tienen
mayor cantidad de MMA en cada cavidad capaz de interaccionar con la ivermectina. Otro
hecho que se debe destacar es la forma de las isotermas que es semejante entre los
polimeros MIP 1:1 y MIP-UV 1:1 pero estas difieren del MIP 1:4, con esto se evidencia el
impacto que tiene la proporcion molecular del mondémero funcional con el templado en el

fendmeno de reconocimiento molecular, como se ilustra en el grafico 12.

Tabla 10. Parametros obtenidos de los ajustes no lineales con el modelo de Langmuir-Freundlich en altas
concentraciones.

Isoterma de Langmuir-Freundlich

Tipo de Polimero N Ko m R?

MIP 1:4:20 0.252 3.39 x10™ 1.38 0.9188
NIP 1:4:20 0.806 1.09 x10™ 1.36 0.9920
MIP 1:1:20 40.324 1.89 x10°° 1.42 0.9919
NIP 1:1:20 103.375 8.06 x10° 1.30 0.9836
MIP UV 1:1:20 20.723 2.31x10° 1.22 0.9952
NIP UV 1:1:20 92.204 2.64 x10* 1.51 0.9925

La tabla 11 muestra los parametros derivados del ajuste del modelo de Langmuir-
Freundlich sobre los datos de isoterma en concentraciones medias de ivermectina que
abarca desde 0.1mM hasta 1mM de ivermectina. En esta tabla se puede ver que la
densidad de union (N) de los polimeros 1:4:20 (MIP y NIP) ha aumentado en comparacién
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al parametro calculado en altas concentraciones, y que las constantes de afinidad (Ko)
mantienen magnitudes semejantes a las calculadas anteriormente. Estos valores indican

sitios semejantes a los encontrados en condiciones de saturacion.

La menor cantidad de ivermectina presente en concentraciones medias favorece la
manifestacion de los sitios de reconocimiento de alta afinidad con lo que debe
manifestarse mayor cantidad de este tipo de sitios, que explica el aumento la densidad de
sitios en los polimeros MIP y NIP 1:4.

El coeficiente de correlacion (R?) para los polimeros MIP y NIP 1:4:20 indica un buen
ajuste del modelo sobre los datos utilizados. No obstante, los valores del indice de
heterogeneidad (m) estdn muy alejados del intervalo indicado en la bibliografia antes
citada que sefala que va de cero a uno®*. Como se menciond al inicio de esta seccién, la
determinacion de este parametro debe ser afectada por la cantidad de puntos
experimentales, asi entonces una mayor cantidad de puntos experimentales utilizando
todos los puntos de las concentraciones de trabajo, permitira una mejor aproximacion de

este valor. Y este caso se aplica para todos los polimeros.

Se puede notar que la constante del polimero MIP 1:1:20 aumenta en un orden de tres
veces comparada con la anterior, pero al mismo tiempo la cantidad de sitios disminuye en
mayor medida que la constante, esto es un indicativo de que los sitios en este polimero
son similares en la mayor parte de la superficie del polimero, pero su densidad es baja a
pesar de ello existe también un cantidad considerable de sitios de menor afinidad a la
ivermectina debido a la minima proporcion de MMA utilizada. Al comparar el MIP 1:1 con
el correspondiente NIP 1:1, se puede apreciar que el NIP 1:1 tiene mayor densidad de
sitios, pero que éstos son de menor afinidad, hecho que corresponde al proceso de
impresion, es decir menor cantidad de sitios pero de mayor afinidad en el polimero

impreso.

En el caso del polimero MIP-UV 1:1, mantiene la misma afinidad, la densidad de sitios de
unién disminuye, porque existe menos ivermectina en el medio. Con lo que se infiere la
homogeneidad en la superficie del MIP-UV 1:1, en este caso los valores mostrados
permiten apreciar que la sintesis a bajas temperaturas origina superficies mas
homogéneas como ya que la constante de asociacién no cambia respecto a la cantidad
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de ivermectina. EI NIP-UV 1:1, por su parte, se ve disminuido tanto la cantidad de enlaces
como la afinidad de ellos indicando una superficie de adsorcién pobre en sitios de enlace.
Adicionalmente es importante notar que en este intervalo de concentraciones, donde la
fuerza de los sitios es mayor, la diferencia entre MIP y NIP es notoriamente mas clara, lo

que indica que el fendmeno de reconocimiento molecular en los MIPs es evidente.

Tabla 11. Parametros obtenidos de los ajustes no lineales con el modelo de Langmuir-Freundlich en
concentraciones medias.

Tipo de Polimero N Ko R?

MIP 1:4:20 1.1676 2.02 x10™ 0.97227
NIP 1:4:20 2.5278 1.59 x10" 0.98131
MIP 1:1:20 0.3095 6.98 x10° 0.90193
NIP 1:1:20 1.2564 1.06 x10° 0.94074
MIP UV 1:1:20 2.7372 2.07 x10°° 0.9577
NIP UV 1:1:20 0.0178 4.45 x10* 0.97696

Finalmente en el grafico 12, es posible apreciar que las isotermas del MIP 1:1 y del MIP-
UV 1:1 son muy parecidas ademas ambos recuperan mas que sus respectivos NIP’s
demostrando su mayor afinidad. También se colocaron las isotermas de los polimeros tipo
1:4, en este grafico se observa que el comportamiento de las isotermas del MIP 1:4 y el
NIP 1:4 sigue la misma tendencia y en este intervalo de concentraciones el MIP 1:4
recupera mas ivermectina que su respectivo NIP 1:4, aunque la diferencia no es tan
marcada como en los polimeros tipo 1:1, ya que la mayor cantidad de MMA en la
superficie aumenta la capacidad de adsorcidon del polimero incluso si éste no esta

impreso.
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Grafico 12. Ajustes no lineales del modelo de Langmuir-Freundlich sobre las isotermas de los polimeros en
concentraciones medias.

Finalmente en la tabla 12 se muestran los parametros derivados de a las isotermas en
bajas concentraciones que abarcan desde 0.02 hasta 0.1mM de ivermectina para los
polimeros tipo 1:1 y desde 0.1 hasta 0.6 para los polimeros 1:4, debido a que el tamafio
de particula de los polimeros MIP 1:4 y NIP 1:4 dificulté la deteccion de ivermectina en
concentraciones menores a 0.1 ya que interferian la deteccion de ivermectina en el

espectrofotometro uv-vis utilizado.

El coeficiente de correlacion indica un ajuste aceptable para los polimeros tipo 1:1. Cabe
sefialar que en el caso de los polimeros MIP 1:4 y NIP 1:4, no se pudo detectar la
ivermectina; esto sugiere que existe una afinidad tal que adsorbe toda la ivermectina de la
concentracion, haciendo imposible su deteccién. Este resultado confirma el aumento de la
afinidad debida a la mayor cantidad de mondémero funcional. Las afinidades resultantes
del ajuste en los polimeros tipo 1:1 (de calor y ultravioleta) en bajas concentraciones son

muy elevadas en comparacién con las encontradas en concentraciones mayores y de la
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misma forma la cantidad de sitios disminuye, hecho que confirma la relacion inversamente

proporcional entre la cantidad de sitios y la afinidad.

Tabla 12. Parametros obtenidos de los ajustes no lineales con el modelo de Langmuir-Freundlich en
concentraciones bajas.

MIP 1:1:20 0.0007 21.29 0.99838

MIP UV 1:1:20 0.0008 24 .45 0.98143

La principal afirmacién derivada del analisis de isotermas es que dependiendo de la
estequiometria ivermectina-mondémero funcional la afinidad del templado por el polimero
asi como las constantes de union, es posible modular el fendbmeno de reconocimiento

molecular del polimero.

Por ultimo, se realiz6 un ajuste del modelo tomando los datos de todas las
concentraciones de trabajo y el indice de heterogeneidad derivado de éste ajuste se
promedio con los valores encontrados en todos los ajustes para cada polimero. Los

resultados se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Indice de heterogeneidad promedio.

MIP 1:4:20 1.72

MIP 1:1:20 1.35

MIP UV 1:1:20 1.10

La tabla 13 sefala que todos los polimeros resultan ser sistemas homogéneos, ya que

alcanzan valores de uno e incluso lo superan ligeramente.

7.3.ESTUDIOS DE LIBERACION.
Después de caracterizar los sitios de los polimeros y determinar su interaccion con la
ivermectina, se procedio a realizar estudios de liberacion in vitro en etanol, medio en el
que la ivermectina se disuelve facilmente, que servira para averiguar el mecanismo de

liberacion de la ivermectina desde la matriz de los polimeros molecularmente impresos.
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Se colocaron 20mg de polimero cargado de ivermectina en 25mL de etanol a 37° y se
tomaban 0.5mL de esta disolucion y la determinacion de ivermectina de cada tiempo

muestreado se siguié mediante espectroscopia UV-Vis.

7.3.1. Cargado de Polimero.
Para los estudios de liberacion, primero se saturaron (en una solucidon de ivermectina
aproximadamente 145mM) los polimeros con ivermectina tanto impresos como no
impresos. Como se demostré en los estudios de afinidad, los polimeros impresos
adsorbieron mayor cantidad de ivermectina que sus respectivos polimeros no impresos.

Se muestran los resultados de la recuperacion a continuacion en la tabla 14.

Tabla 14. Recuperacion de ivermectina de los polimeros molecularmente impresos.
Carga de polimero (mg/mg)
[lvermectina enlazada/Polimero)]

Polimero %lvermectina recuperada

MIP 1:4:20 28.426 3.554
NIP 1:4:20 20.371 2.445
MIP 1:1:20 32.567 3.974
NIP 1:1:20 27.625 3.317
MIP-UV 1:1:20 33.251 4.096
NIP-UV 1:1:20 22.054 2.659

Se observa en la tabla 14 que todos los polimeros impresos lograron recuperar mayor
cantidad de ivermectina que sus correspondientes polimeros no-impresos, lo que
corrobora el estudio de isotermas de adsorcion (seccion 7.2.2) que indica que el proceso
de impresion favorece la recuperacion del templado. También se observa que los
polimeros tipo 1:1 (UV y calor) tiene un mayor porcentaje de recuperaciéon que los tipo 1:4,
los factores debieron influir en este resultado, es que la solucién de ivermectina era sobre
saturada (145mM aproximadamente) ya que la mayor cantidad de ivermectina incrementa

la posibilidad de enlace al polimero a través de desplazar el equilibrio de adsorcion.

7.3.2. Cinéticas de Liberacion.
El grafico 13 muestra los espectros uv-vis de diferentes muestreos de la cinética de
liberacion de ivermectina de los polimeros MIP 1:4 y NIP 1:4. En el cual se puede ver que
al inicio de la cinética, los ambos polimeros liberan gran cantidad de ivermectina y
después parece que la ivermectina desaparece de la disolucion, esto puede ser debido a
que comienzan a recuperarla después de la primera media hora, siendo este efecto mas

notorio en el MIP.
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Grafico 13. Cinéticas de liberacion de los polimeros MIP 1:4:20 y NIP 1:4:20, respectivamente.

Este comportamiento se deba posiblemente a un fendmeno que se presenta en muchos
sistemas poliméricos. Al estar en contacto con un disolvente, el polimero interacciona con
el medio de disolucion aumentando su tamano lo que permite que el medio de disolucion
penetre en la matriz polimérica aumentando la velocidad de disolucion de la sustancia que

contiene, fendmeno conocido como “hinchamiento”.

Asi entonces, la grafica 13 indica dos procesos; en el primero, los polimeros sintetizados
con cuatro equivalentes del mondémero liberan la ivermectina que tiene unida en sitios no
muy especificos y esa es quiza la razon de que la concentracion de ivermectina libre en
disolucién aumente muy rapidamente. Posteriormente los polimeros se hinchan, dando
como consecuencia que se abran poros, haciéndose accesibles sitios previamente
colapsados por el proceso de secado, entonces la ivermectina en disolucion ahora
interactia con estos sitios “‘regenerados” de esta manera el segundo proceso, la
ivermectina comienza a ser adsorbida por el polimero que pone de manifiesto su
capacidad de reconocimiento y alta afinidad a su templado con lo que la concentracién

ivermectina libre comienza a disminuir al ser reabsorbida por los polimeros.
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Este fendmeno de readsorcion se da en los polimeros con estequiometria 1:4 y con los
polimeros 1:1 no es observable. Las interacciones fuertes de cuatro carboxilatos por
ivermectina hacen que esta tenga una afinidad muy alta por el sustrato haciendo que este
sistema sea malo para liberaciones, simplemente por el hecho de que la afinidad es tan

alta que la ivermectina no sale en disolucion en los tiempos estudiados.

Para corroborar esto se probaron las cinéticas de liberacion con los polimeros con un
equivalente del mondémero funcional (MMA), asumiendo que la interaccién con un solo
equivalente del mondmero resultara mas debil haciendo que la competencia ivermectina-
disolvente haga posible que el equilibrio de liberacion se desplace hacia el disolvente, las

interacciones se ilustran en la figura 14.

MIP 1:4:20

Disolvente

MIP 1:1:20

Disolvente

Figura 13. Interacciones Polimero-Ivermectina de los polimeros con uno y cuatro equivalentes de MMA.

En la grafica 14 se muestran los espectros uv-vis de la cinética de liberacion del polimero
impreso con un equivalente MIP 1:1:20. El comportamiento mostrado por los polimeros
MIP 1:1 corresponde a la liberacion de ivermectina al medio por parte del polimero, el cual
es el objetivo buscado en la sintesis de estos polimeros. Al igual que el polimero MIP
1:1:20, los polimeros MIP-UV 1:1:20, y los respectivos NIP’s, también presentaron un
comportamiento semejante. Con los datos obtenidos se procedié a determinar la fraccién

de ivermectina libre a cada tiempo (t) para poder graficar los perfiles de liberacién de
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ivermectina de cada polimero y seleccionar el modelo de ajuste de liberacion, de forma

semejante al trabajo realizado para las isotermas de adsorcion.
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Grafico 14. Cinética de liberacion del Polimero MIP 1:1:20.

7.3.2.1. Seleccion de Modelo de Cinética de Liberacion.

Entre los modelos con mayor aplicacion y que mejor describen el fenédmeno de liberacion
controlada se encuentran del modelo de Higuchi, el modelo de orden cero, el modelo
empirico de Weibull y el modelo de Korsmeyer-Peppas. El criterio mas usual para
seleccionar el modelo que mejor ajusta a los datos experimentales es el coeficiente de
correlaciénm, R?. Este criterio es valido cuando los modelos comparados tienen el mismo
nuamero de parametros; en caso de que los modelos comparados tengan diferente numero
de parametros, se debe ajustar el coeficiente de correlacion (Rzajustado) de la siguiente

manera:

R? =1—((n_1)><(1—R2)

ajustada
n-p)

Donde n es el numero de puntos experimentales y p es el numero de parametros del

modelo.
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Los polimeros sintetizados con un equivalente fueron sometidos a estudios de liberacién
in vitro para obtener sus perfiles de liberacion. Después de muestrear los diferentes
tiempos de la cinética de liberacién se obtuvieron los perfiles de liberacién de cada uno de
los polimeros, tanto impresos como no-impresos. Basandose en los resultados
observados con los polimeros 1:4:20, se sugirié que el perfil de liberacién este controlado

por dos mecanismos que son; la difusion del farmaco y el hinchamiento del polimero.

(T
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Grifico 15. Modelos Ajustados de Peppas-Sahlin y de Peppas-Fassihi para los perfiles de liberacion de los MIP-
UV y MIP

Se seleccionaron dos modelos de liberacion derivados de la ecuacién de Korsmeyer-
Peppas. En la literatura se citan los modelos de Peppas-Sahlin y de Peppas-Fassihi; para
describir perfiles de liberacién en sistemas poliméricos de liberacion modificada (Peppas,
N. A. et al, 1989*, Peppas, N. A. et al, 1999*, Fassihi, R., Kim, H., 1997%°). La grafica 16
muestra el ajuste no lineal de los modelos en los perfiles de liberacién de los polimeros
impresos MIP-UV 1:1:20 y MIP 1:1:20. Después del ajuste para cada uno de los
polimeros, se compararon los coeficientes de correlacion (R2) para determinar qué
modelo tenia el mejor ajuste con los datos. Como las dos ecuaciones presentan el mismo
numero de parametros, es posible comparar directamente los coeficientes de correlacion

sin necesidad de ajustarlos.
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Tabla 15. Coeficientes de correlacion (Rz) de todos los perfiles de liberacion de los MIPs

Coeficiente de correlacion (R?)

Polimero/Modelo Peppas-Sahlin Peppas-Fassihi
MIP 1:1:20 0.96366 0.92715
NIP 1:1:20 0.95847 0.94289
MIP-UV 1:1:20 0.96902 0.93225
NIP-UV 1:1:20 0.96486 0.94144

En la tabla 15, se colocaron todos los coeficientes de correlacion obtenidos del ajuste de
los dos modelos seleccionados para cada polimero, puede observarse que el modelo de
Peppas-Sahlin tiene el mejor ajuste en todos los casos, aunque hay que senalar que la
diferencia con el modelo de Peppas-Fassihi no es tan amplia. Ambos modelos
contemplan la suma de dos factores en su ecuaciéon, el modelo desarrollado por Peppas
y Sahlin toma en cuenta el efecto de difusion y el de hinchamiento del polimero mientras
que el modelo de Peppas-Fassihi indicaria la presencia del “fendbmeno de estallido”
previamente a la difusion. Entonces, si se tienen ajustes semejantes es indicativo de que
el fenomeno que rige la liberacion es el de difusion mientras que el estallido o
hinchamiento tienen poco impacto en ella, lo que hace que los modelos ajusten en forma

semejante como se puede apreciar en la grafica 15.

Dado que el modelo de Peppas-Shalin mostré el mejor ajuste, el analisis de la cinéticas
de liberaciéon con este modelo servira para determinar el mecanismo de liberacion de

acuerdo a la clasificacion establecida por el investigador Peppas N. A.

7.3.2.2. Analisis de Cinética de Liberacion.
Los valores de los parametros obtenidos del ajuste no lineal al modelo de Peppas-Sahlin,
se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Parametros calculados a partir de los datos de los MIPs y NIPs con ajuste no lineal al modelo Peppas-
Sahlin.

M, _ K"+ K,t*"
M

Polimero tsoo, (dias)
MIP 1:1:20 1.15617 0.00010 0.52138 11561.7 167.11
NIP 1:1:20 1.93303 0.00009 0.52491 19138.9 121.91
MIP-UV 1:1:20 0.77187 0.00008 0.51701 7718.7 268.59
NIP -UV 1:1:20 1.28971 0.00009 0.53512 12897.1 134.72
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En la relacion K4/K, se observa que las constantes de liberacién por difusiéon (K4) son
alrededor de diez mil veces mayores que la constantes de disolucién debidas al
hinchamiento, lo que lleva a suponer que la liberacién de la ivermectina al medio de
disolucion es debida en su mayor parte a la difusién del farmaco. El valor del exponente,
m, para todos los parametros es cercano a 0.5 que, asi que con base en la interpretacion

propuesta por Peppas, corresponde a un fenémeno de difusiéon de tipo Fick*,

Finalmente los tiempos de vida media (t50%) revelan que los polimeros impresos son
capaces de mantener la liberacion prolongada de forma extendida, pues la mitad de la
carga de los MIPs e incluso los NIPs requiere mas de 100 dias para liberarse. Puede
verse claramente que los polimeros impresos, es decir el MIP 1:1 y MIP-UV 1:1, liberaron
la ivermectina mas lentamente que los polimeros no impresos, lo que demuestra que la
impresion del polimero ayuda en la retencion del farmaco incrementando el perfil de
liberacion. Por otro lado, a diferencia de los estudios de adsorciéon donde el MIP 1:1 y el
MIP-UV 1:1 se comportaban de manera semejante; durante la liberacién el MIP-UV 1:1
fue capaz de prolongar la liberacién por lo menos cien dias mas que el MIP 1:1. Por lo
tanto durante la liberacion, el mayor orden estructural del MIP-UV 1:1 debido a la menor
temperatura utilizada durante su sintesis, influye considerablemente el tiempo de

liberacion del farmaco.

Empero de que la liberacion se realizé en etanol y no en condiciones que simularan algun
medio bioldgico, el tsoy reportado para los polimeros tiene un patrén de liberacion muy
prometedor, y permite suponer que una formulacion de ivermectina a base de polimeros
sera capaz de lograr perfiles de liberacidn semejantes al Sistema Terapéutico Ruminal
(RUTS) de IVOMEC SR® que mantiene la liberacion de ivermectina por 135 dias*®*’ por
ejemplo; otro resultado con el cual podria ser equiparable son las microesferas probadas
por Lifschitz et al. 2 en cabras espariolas, que reportan que la liberacion de ivermectina
mantuvo niveles terapéuticos entre 10-12 semanas. Adicionalmente, como ya se comenté
el fendmeno de reconocimiento molecular y liberacién dependen fuertemente de la
relacion estequiométrica entre el templado (en este caso ivermectina) y el polimero, por lo
que es de suponerse que las relaciones estequiométricas 1:2, 1:3 haran que la liberacion
sea aun mas lenta, dando la posibilidad de que con estos materiales se puedan preparar

sistemas de liberacion modificados para obtener liberaciones muy lentas.
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8. CONCLUSIONES.

Se sintetizaron los polimeros de impresion molecular MIP 1:4:20, MIP 1:1:20 y MIP-UV
1:1:20 derivados de triacrilato de pentaeritrol (PETA) y acido metacrilico (MMA)
conteniendo ivermectina con sus correspondientes blancos no impresos, empleando el

método de bloque.

Se encontraron diferencias entre los polimeros preparados, estas dependen de las
condiciones, es decir; cuando la temperatura de polimerizacién es mayor, es probable la
formacion de micro sitios capaces de dispersar la luz, de la misma forma que el MIP a
baja temperatura. Sin embargo, el NIP a baja temperatura es transparente lo que sugiere
que no existen estos micro-sitios, o bien, la opacidad sea por el desorden proveniente de

la agitacién térmica o por la presencia de la molécula horma.

Con el método de eliminacién de ivermectina de los polimeros que se utilizé se logro la
eliminacion de la mayor parte de la ivermectina, hecho que se manifesté mediante

espectroscopia ultravioleta, por lo que este proceso de remocién es eficiente.

La caracterizacion de los sitios de unién mediante las isotermas por zonas indica que se
ajustan al modelo de adsorcion de Langmuir-Freundlich, y que los polimeros MIP en
comparacion con los NIP muestran un mayor numero de sitios con mayor capacidad de
unioén, debido a la presencia de sitios moldeados que reconocen especificamente a la
ivermectina. Este fendmeno depende fuertemente de la relacidbn estequiométrica
monomero funcional-ivermectina, lo que hace posible modular la afinidad del polimero

hacia su templado a través de la estequiometria monémero funcional-templado.

Las cinéticas de liberacién in vitro en los polimeros con estequiometria 1:4 demostraron
que la interaccion del templado con cuatro equivalentes de monémero es muy fuerte y
predomina su capacidad de retencion, lo que hace que polimeros con estequiometria 1:4
son malos sistemas de liberacién de ivermectina. Por el contrario los polimeros con un
equivalente del mondémero funcional (MMA) cuya interaccion es mas débil permite la

difusion de la ivermectina hacia el disolvente lentamente.

76



Conclusiones

Las constantes de liberacién procedentes del analisis con el modelo de Peppas-Sahlin
indican que el mecanismo de liberacidn desde los MIPs hacia el disolvente se da
principalmente por difusion y finalmente; los tiempos de vida media de liberacion (tsoe)
revelaron que la sintesis fotoquimica ofrece la posibilidad de incrementar el tiempo de
liberacion dado que el polimero MIP-UV 1:1:20 mantiene la liberacion por lo menos 100
dias mas que el MIP 1:1:20. Por lo tanto, a diferencia del la capacidad de reconocimiento
que no se ve afectada por la temperatura de sintesis, el fendmeno de liberacién si se ve
afectado por esta variante. Sin embargo los tso, sugieren que ambos polimeros de
impresiéon con estequiometria 1:1; MIP-UV 1:1:20 y MIP 1:1:20, son candidatos

potenciales para el desarrollo de un SLM de liberacién prolongada de ivermectina.
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9. PERSPECTIVAS.

Ahora que se tiene conocimiento de la capacidad de reconocimiento y el mecanismo de
liberacion de los polimeros sintetizados, el paso siguiente para la obtenciéon de un sistema
de liberacién prolongada de ivermectina es desarrollar una formulaciéon o una serie de
formulaciones a base de MIPs y estudiar la capacidad que puedan presentar en el
tratamiento de animales susceptibles de infestacion por garrapatas, principalmente el
ganado vacuno en México. Con el fin de disminuir el numero de aplicaciones para
optimizar el esquema de dosificacion, con el cual se espera mejorar la relacion costo-

beneficio del tratamiento.

Adicionalmente, es posible realizar estudios de caracterizacion afiadiendo otras variantes
al polimero, por ejemplo en la literatura citada se menciona que la seleccion del disolvente
donde se lleva a cabo la sintesis (en este caso se utilizé cloroformo) influye en la
morfologia del polimero; tamafio, distribucion de poro y area superficial. Entonces un
estudio de caracterizacion donde la variante sea el disolvente de sintesis ofreceria otras

alternativas para el desarrollo de SLM.

Ademas, como se ha referido a lo largo del trabajo, la técnica de impresion molecular es
aplicable en diferentes ramos y otra area importante es el saneamiento ambiental donde
se puede aprovechar la alta capacidad de reconocimiento y recuperacién de sistemas

como el del polimero MIP 1:4.

Dado que la técnica de impresion molecular es relativamente nueva y que los polimeros
impresos presentan muchas ventajas como son; sus bajos costos de produccion,
estabilidad, versatilidad, sencillez de preparaciéon y la posibilidad de manipular su
capacidad de reconocimiento. Esta técnica es una alternativa prometedora para el
desarrollo de materiales de corte farmacéutico.
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