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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ABC (. Area bajo la curva de concentracion del farmaco al tiempo t.
AIBN: Azobisisobutironitrilo.

ALT: Alanina aminotransferasa.

AST: Aspartato aminotransferasa.

B. conj.: Bilirrubina conjugada.

B. no conj.: Bilirrubina no conjugada.

B. Tot: Bilirrubina total.

cbp: Cuanto basta para.

Cmax: Concentracion maxima del farmaco en plasma.
CMI: Concentracion minima inhibitoria.

CO,: Dioxido de carbono.

Cp. Concentracion del farmaco en plasma.

Cpn: Concentracion del farmaco en plasma al tiempo n.
CRP: Polimerizacion radical controlada.

CTA: Transferencia de cadena.

DMSO: Dimetil sulféxido.

DSC: Calorimetria diferencial de barrido.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacetico.

EGDMA: Etilenglicol dimetacrilato.

FA: Fosfatasa alcalina.

FF: Forma Farmacéutica.

FFLM: Forma farmacéutica de liberacion modificada.

G311, G312, G313 y G314: Nombre asignado para cada uno de los hidrogeles en
estudio.

HCI: Acido clorhidrico.
HEMA: 2-hidroxietil metacrilato.

HF: Heat Flow (flujo de calor).



HPMC: Hidroxipropilmetilcelulosa.

IH: indice de hinchamiento.

IR: Infrarrojo.

Lb/pg?: Unidad de presién, libras sobre pulgada cuadrada.
M1, M2 y M3: Muestra uno, dos y tres respectivamente.
MEB: Microscopia electronica de barrido.

PDI: Polidispersidad.

R1: Réplica 1.

R2: Réplica 2.

R3. Réplica 3.

RAFT: Polimerizacion por transferencia de adicion-fragmentacion reversible.
RMN: Resonancia magnética nuclear.

rpm: Revoluciones por minuto.

SLM: Sistema de Liberacion Modificada.

t: Tiempo.

Tg: Temperatura de transicion vitrea.

XY: Ejemplar de rata macho.
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1. RESUMEN

En el Distrito Federal existe un serio problema de uso inadecuado de antibioticos a
pesar de las recientes regulaciones. Por un lado, existe la situacion de la
automedicacién, o bien, aun cuando se acuda al médico y se emita una receta, la
eficacia de los tratamientos se ve mermada, debido a que el paciente no se apega al
mismo, omitiendo las tomas indicadas por dicho profesionista. Esto representa la
principal causa de resistencia de las bacterias a los antibidticos. Seria deseable tener
una forma farmacéutica en la que se requiera una sola toma, o bien, disminuirlas al

maximo para que el paciente se apegue al tratamiento.

Conociendo esta problemética relacionada con la resistencia a antibiéticos se ha
implementado el suministro de medicamentos con accién prolongada. Esta modalidad
requiere del uso de materiales donde se almacene el farmaco y se libere gradualmente,
con una rapidez de liberacion modificada. Para tal fin se emplean polimeros, en
especial hidrogeles entrecruzados, los cuales al tener una estructura de red, les
permite contener moléculas mas pequefias las cuales pueden ir liberAndose

paulatinamente.

En este trabajo se plantea la posibilidad de emplear hidrogeles como formas
farmacéuticas de liberacion modificada (o bien como una matriz acarreadora para ser
empleada como un sistema de liberacibn modificada en caso de requerir otros
excipientes para formular la forma farmacéutica) de un antibiético modelo: Clorhidrato

de Ciprofloxacino.

Lo anterior se logré6 mediante el estudio del comportamiento fisicoquimico de hidrogeles
sintetizados a partir de monémeros de 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) y etilenglicol
dimetacrilato (EGDMA) (polimero HEMA-co-EGDMA) por la técnica radicélica libre,
usando como medio de dispersion el diéxido de carbono supercritico, al ser radicalica
libre se asume que la red generada por estos mondmeros es heterogénea. Se pretende
desarrollar un sistema que se administre mediante dosis unitaria de la quinolona; un

sistema de larga accién que cumplira la pauta posolégica deseada.



Los hidrogeles estudiados tienen una variante en su composicion siendo ésta la
presencia 0 ausencia de Krytox. Los hidrogeles en estudio tanto los cargados con
Clorhidrato de Ciprofloxacino como los vacios, (G311, G312, G313 y G314) se
caracterizaron utilizando las técnicas de IR (Infrarrojo), DSC (Colorimetria diferencial de

barrido) y MEB (Microscopia electronica de barrido).

Para los hidrogeles vacios se realizaron cinéticas e isotermas de adsorcion del
farmaco. Una vez cargados, se evalud la liberacion del Clorhidrato de Ciprofloxacino “in

vitro” e “in vivo”.

Se efectuaron estudios de toxicidad para observar el efecto de Krytox utilizado para la
sintesis de los hidrogeles G311 y G313 ya que éste no se reporta ni se recomienda

para consumo humanao.

Los hidrogeles presentan la siguiente tendencia de mayor a menor grado de conversion
respectivamente, de mondémero a polimero segun la técnica de IR, G311> G314 >
G313 > G312. Para el andlisis de DSC la temperatura de transicion vitrea (TgQ)
determinada a los hidrogeles vacios y cargados se incrementdé entre una y dos
unidades, esto indica que los hidrogeles se vuelven menos flexibles cuando se cargan
con el farmaco. El hidrogel G313 presenta mayor tamafio de particula de acuerdo a la
técnica de MEB.

Mediante los estudios de cinética de adsorcién pertinentes, se logré conocer la
capacidad de retencion de cada hidrogel estudiado, el hidrogel G314 presentdé mayor
capacidad de retencion de farmaco, con un valor de 0.4530 g de farmaco/g de
hidrogel, ésta puede ser asociada a que presenta el mayor indice de hinchamiento, en
cuanto al resto de los hidrogeles adsorben 0.4264 g, 0.3969 g, 0.4022 g de Clorhidrato
de Ciprofloxacino por cada gramo de hidrogel G311, G312 y G313 respectivamente.

Los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) presentan isotermas de adsorcion tipo | o

Langmuir.



El indice de hinchamiento promedio fue de 2, 3, 3.4 y 4.6 para los hidrogeles G311,
G312, G313 y G314 respectivamente.

Para la liberacion in vitro, los datos obtenidos para los diferentes hidrogeles fueron:
79.02%, 85.03%, 85.03% y 17.07% para G311, G312, G313 y G314 respectivamente.

El hidrogel G313 presentd las caracteristicas deseadas para ser empleado como un
sistema de liberacion modificada (SLM) para Clorhidrato de Ciprofloxacino ya que
cumplié con los pardmetros farmacocinéticos de una ABC/CMI>125 y una Cmax/CMI>

8 establecidos para las fluoroquinolonas en la liberacion in vivo.

Aunado a esto, se evalu6 en paralelo la toxicidad de los hidrogeles poli (HEMA-co-
EGDMA) obteniendo que ninguno de sus componentes incluyendo al Krytox a las
concentraciones en las que se encuentran no causa toxicidad alguna en ratas tras 21

dias de administracion del sistema de liberacion modificada.



2. INTRODUCCION
Desde tiempos muy remotos, los polimeros naturales han sido utilizados por los seres
humanos para promover la salud y la curacién. Por ejemplo, los antiguos egipcios
usaban fibras textiles para suturar heridas. En el siglo XX, el rapido avance de la
investigacion biomédica llevd a muchas aplicaciones creativas para los polimeros.
Como la medicina moderna discierne mas mecanismos tanto de la fisiologia y de la
fisiopatologia, el enfoque de la curacion es imitar o, si es posible, volver a crear la
fisiologia del funcionamiento saludable. Si bien el desarrollo de medicamentos nuevos y
mas poderosos continla, se esta prestando cada vez mas atencion a los métodos para
la administracion de estas sustancias activas. En la administracion de farmacos
convencionales, la concentracion de éste en la sangre se eleva cuando se toma el
medicamento, originando los picos y caidas de la concentracion plasmatica del mismo,

llevando asi a niveles de toxicidad o ineficacia de la FF administrada.

El mantenimiento del farmaco en el intervalo terapéutico deseado con una sola dosis y
la focalizacion del farmaco en un area especifica (la reduccién del nivel de farmaco
sistémico), son los objetivos que se han cumplido exitosamente con dispositivos de
liberacibn modificada disponibles comercialmente. Sin embargo, hay muchas
situaciones clinicas en las que el enfoque de una tasa constante de administracién del
farmaco requerido es insuficiente, tales como la administracion de antibitticos, la
insulina para pacientes con diabetes mellitus, antiarritmicos para aquellos con
trastornos del ritmo cardiaco, inhibidores de acido gastrico para el control de la Ulcera,
nitratos para los que presentan angina de pecho, el reemplazo hormonal, la

inmunizacién y la quimioterapia del cancer en general [1].

Polimeros sintéticos y sus derivados se utilizan comunmente en la medicina y la
farmacia, entre otras areas. El progreso significativo logrado en la quimica y la
tecnologia de polimeros ha impulsado el desarrollo dinamico de la ingenieria médica.
Recientemente, los cientificos han mostrado interés por desarrollar sistemas de
administracion de farmacos empleando matrices poliméricas, ya que los polimeros
especialmente disefiados son capaces de suministrar el farmaco en el sitio de accion,
los tejidos enfermos y por el tiempo necesario para obtener la pauta posolégica

deseada para el paciente, segun farmacocinética especifica controlada.



3. ANTECEDENTES

3.1 Sistemas de liberacién modificada.

Las formas farmacéuticas de liberacion modificada son aquellas disefiadas de tal
manera que se cambia la velocidad o el lugar de liberacion del principio activo respecto

a las formas farmacéuticas de liberacion inmediata del mismo principio activo.

La terminologia empleada para estos sistemas no es lo bastante precisa y todavia no
existe armonizacion. Debido a su costo, su uso no esta justificado a menos que
ofrezcan ventajas sobre las formas de liberacién inmediata. Un medicamento formulado
como forma farmacéutica de liberaciéon modificada debe demostrar en ensayos clinicos
controlados una eficacia similar y/o superior, o bien, un perfil de seguridad/tolerabilidad

mas favorable o igualdad de eficacia, comparado con la forma de liberacion inmediata.

El término ‘“liberacion modificada” es el que emplean las farmacopeas europea y
americana como alternativa a la expresion convencional formas retard. Estrictamente la
denominacion de formas retard sélo deberia utilizarse para las formas de liberacion
retardada [3].

Los sistemas de liberacion modificada son capaces de disminuir las fluctuaciones en
las concentraciones plasmaticas, con la reduccidon de picos plasméaticos elevados
puede minimizar los efectos adversos, especialmente en medicamentos de absorcidén
rapida, evitarian los niveles plasmaticos subterapéuticos al final del intervalo posolégico
con la consiguiente pérdida de eficacia. De acuerdo a su liberacion, los SLM pueden
mantener niveles plasméaticos de un farmaco de manera constante. La Figura 1 ilustra

la concentracion plasmatica que se obtiene tras diferentes formas de administracion.

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.
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Figura 1. Concentracion plasmatica de farmacos obtenida con diferentes formas de
administracion.

Se ha practicado también la aplicacion de multidosis con las cuales se logra mantener
niveles plasmaticos constantes, pero este tipo de aplicacion resulta engorroso porque
necesita de varias administraciones en corto tiempo lo que resulta incbmodo para el

paciente y después de cierto tiempo corre el riesgo de llegar a concentraciones toxicas.

Finalmente se tienen formas farmacéuticas capaces de mantener liberaciones
sostenidas o prolongadas, esos tipos de liberacibn mantienen los niveles plasméaticos
constantes dentro de la ventana terapéutica por largo tiempo, e incluso las formas
farmacéuticas de liberacion prolongada pueden alcanzar una cinética que asemeja la
cinética de la administracion por infusion venosa, con la ventaja de que estas formas

farmacéuticas no requieren condiciones de hospitalizacion.



3.1.1 Clasificacion de los sistemas de liberacion modificada de acuerdo a la

liberacién del farmaco.

Desde mediados del siglo pasado se han desarrollado numerosas formas
farmacéuticas de liberacion modificada (FFLM), capaces de un control temporal de la
liberacion. En consecuencia, las farmacopeas reconocen actualmente FFLM
destinadas al control temporal de la liberacion, distinguiendo formas farmacéuticas de
liberacion prolongada, de liberacion retardada y de liberacién pulsatil [8,4]. A éstas
habria que afadir las formas farmacéuticas capaces de un control espacial especifico
de la liberacion (sitio-especifico y sistemas diana). Por ultimo, destacar el desarrollo
reciente de FFLM de rapida disgregacion (“fast dissolving”), capaces de disolver o

disgregar en la cavidad oral [5].

e Formas farmacéuticas de liberacion prolongada o ampliada: modificadas para
garantizar una liberacion mas lenta de la sustancia(s) activa(s) que la de una forma
farmacéutica de liberacion convencional administrada por la misma via. Los cuales
corresponden con los términos “extended-release” [10] y “prolonged release” [4]. Los
términos “liberacién sostenida”, “accion prolongada” y “accion repetida” son usados
en ocasiones como sindénimos de liberacion prolongada o ampliada. Por ultimo, el
término “controlled release” se ha usado como equivalente de “extended release” [7]

pero también como sinénimo de “modified release” [9, 5].

e Formas farmacéuticas de liberacion retardada: modificadas para retrasar la
liberacibn de la sustancia(s) activa(s). Incluyen las formas farmacéuticas
gastrorresistentes (preparadas de manera que resistan el jugo gastrico y liberen su
principio(s) activo(s) en el fluido intestinal).

e Formas farmacéuticas de liberacién pulséatil: modificadas para garantizar una

liberacién secuencial de la sustancia(s) activa(s).



e Formas farmacéuticas de liberacion con control espacial: modificadas para liberar la
sustancia(s) activa(s) cuando la forma farmacéutica alcance el lugar de accioén, sea

un organo o tejido o un determinado receptor celular.

Resulta interesante plantearse una clasificacion de los métodos o sistemas que
permiten modificar la liberacién en una FFLM. En este sentido, Ding y colaboradores
proponen una clasificacion de los Sistemas de Liberaciéon Modificada (SLM) usando
como primer criterio que el control de la liberacién sea temporal o espacial, y para cada
una de estas categorias, los sistemas y mecanismos que han sido desarrollados para

alcanzar dicha modificacion [5].

Algunos sistemas de control temporal permiten una cierta manipulacién espacial, por
ejemplo, asegurando que la liberacién tenga lugar alcanzado un cierto lugar del tracto
gastrointestinal. Por otra parte, Chien y Lin agrupan los sistemas usados para
conseguir modificar la liberacion en cuatro grandes categorias [6], ver Figura 2: Tipos
de SLM: (A) Sistemas de velocidad pre-programada, (B) Sistemas activables, (C)

Sistemas retroalimentados y (D) Sistemas diana (adaptado de Chien y Lin, 2006).

+ Sistemas de velocidad pre-programada (“Rate-preprogrammed drug delivery
systems”). Son aquellos que liberan el farmaco mediante la permeacion a través de
membranas poliméricas, difusion a través de una matriz polimérica o bien

microreservorios.

» Sistemas activables (“Activation-modulated drug delivery systems”). Se activan

mediante estimulos fisicos, quimicos o bioquimicos.

« Sistemas retroalimentados (“Feedback-regulated drug delivery systems”). Son

regulados por una biorespuesta.

» Sistemas diana (“Site-targeting drug delivery systems”). Liberan el farmaco tras el

reconocimiento de receptores celulares.
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Figura 2. Tipos de SLM: (A) Sistemas de velocidad pre-programada, (B) Sistemas
activables, (C) Sistemas retroalimentados y (D) Sistemas diana (adaptado de Chieny
Lin, 2006).

Dentro de cada categoria es posible distinguir diferentes SLM, las cuales se resumen
en la Tabla 1. Tipos de sistemas de liberacion modificada de farmacos segun Chien y
Lin.



Tabla 1. Tipos de sistemas de liberaciéon modificada de farmacos segun Chien y Lin.

Categoria

Sistemas de
liberaciéon

Mecanismo de
control

Ejemplos

Reservorios con
cubierta polimérica

Difusién del
farmaco a través
de la cubierta

Progestasert,Norplant,
Ocusert.

Matrices poliméricas

Difusion del
farmaco en el

Nitro-Dur, Testoderm,

Sistemas de velocidad seno de la matriz Deponit.
pre-programada Matrices con cubierta | Combinacion de Catapres-TTS,
polimérica los dos anteriores TransdermScop.
. . D_|sol_u,0|on/ Nitrodisc. Syncro-
Micro-reservorios Difusion del .
. Mate-C implant.
farmaco
Presion osmotica Alzet, Acutrim.
Presion

Sistemas activables

hidrodindmica

Michaels, 1979.

Presién de vapor Infusaid
Activacion fisica Fuerza mecanica Chien, 1985.
Fuerza magnética | Hsieh y Langer, 1983
. Kost, 1993; y
Sonoforesis Agrawala, 1989.
lontoforesis Phoresor
Hidratacion Syncro-Male-B
pH Gupta et al.2001a.b
L L Fuerza i6nica Tussionex
Activacién quimica
P Lupron-Depot,
Hidrdlisis
Zoladex
Enzimas

Activacion bioquimica

Bio-erosionables

Morimoto y Fujimoto,
1985; Sezakiy
Hashida, 1984; Heller
y Pengburn, 1986.

Heller y Trescony,
1979

Sistemas
retroalimentados

De respuesta a un
estimulo bioquimico

Autorregulados (de
respuesta a una
necesidad fisiologica)

Retro-regulacion

liorbett et al., 1984

Kim et al., 1983;
Jeong et al., 1984

Sistemas dirigidos a
dianas celulares

Reconocimiento y
activacion por
receptores celulares

Union especifica a
receptores de
membrana

Ringsdorf, 1978.
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3.2 Biomateriales.

Los investigadores que se encargan del estudio de los biomateriales deben afrontar un
obstaculo fundamental: para que una sustancia constituya un biomaterial apto, no sélo
debe resultar mecanicamente satisfactorio, sino también biocompatible, es decir, debe
interactuar con el receptor de forma no téxica, controlable y predecible. Inicialmente las
investigaciones se centraron en el desarrollo de materiales poco reactivos con los

tejidos.

En las Ultimas décadas se han sintetizado un gran nimero de polimeros y se ha
evaluado su comportamiento en contacto con biomoléculas, virus, bacterias, fluidos
corporales, células y organismos. Estos estudios son una parte de la tendencia
creciente de disefiar polimeros inteligentes. Existen principalmente tres tipos

fundamentales de polimeros empleados en entornos bioldgicos [13]:

A. Polimeros usados como biomateriales en el reemplazamiento de érganos y
cirugia 6sea. Deben ser biocompatibles y no deben tener ningun efecto adverso sobre
el sistema biologico al que estdn expuestos. También han de ser bioestables y/o
biodegradables [20, 21, 22].

B. Polimeros que actien como matrices que permitan la liberacién controlada de
una sustancia activa. Este principio activo puede ser liberado de la matriz intacta o bien
por medio de la bioerosién o biodegradacion (enzimética) del polimero [18]. En
resumen, el polimero y sus subproductos de degradacion no deben tener ningin efecto

bioldgico adverso, es decir, han de ser biocompatibles [13].

C. Polimeros sintéticos solubles, que por si mismos desarrollan actividad
biolégica. Estos pueden ser activos en funcion de su carga, microestructura,
conformacién., [15,19]. Por otro lado, pueden ser utilizados como transportadores de
moléculas que se unan a sus sitios activos, como son aditivos para alimentos,

pesticidas, insecticidas o sustancias farmacoldgicamente activas.
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3.3 Hidrogeles.

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales e hidréfilas capaces de
hincharse en agua o en fluidos biolégicos y retener una gran cantidad de fluidos o
moléculas del principio activo, en estado hinchado.

La utilidad de los hidrogeles como biomateriales radica en la similitud de sus
propiedades fisicas con las de los tejidos, esta semejanza se basa en su contenido de
agua, lo que los hace de consistencia blanda y elastica y que disminuyen la tension
interfacial con el agua o los fluidos biolégicos. El contenido de agua, en el hidrogel,
afecta sus diferentes propiedades como permeabilidad, propiedades mecanicas,
propiedades de superficie en su capacidad de retencién.

La capacidad de retencién de una fraccion del agua en los hidrogeles, sin disolverse,
depende de su indice de hinchamiento y éste de las caracteristicas (estructura) de la
red polimérica. Se ha propuesto una definicibn que establece que un hidrogel es un

polimero que puede absorber un 30% [50] 0 més de su propio peso en agua.

Los hidrogeles se pueden preparar a partir de una amplia variedad de materiales de
origen natural, obtenidos a partir de plantas y animales, asi como de materiales
preparados por la modificacién de las estructuras naturales mencionadas anteriormente
y de materiales poliméricos sintéticos. Se utilizan entre los polimeros naturales,
proteinas tales como el colageno y polisacéaridos tales como el quitosan o acido
hialurénico. Los polimeros sintéticos debido a las propiedades singulares que los
caracterizan, como consecuencia de su gran versatilidad estructural, son los materiales
gue se han estudiado y desarrollado en mayor proporcion en términos de sus

aplicaciones practicas, en comparacion a los polimeros naturales.

Los hidrogeles, que en un estado deshidratado tienen un aspecto cristalino se llaman
xerogeles, aparte de su definicion inmediata de ser geles que contienen agua, son
polimeros o copolimeros con caracteristicas particulares: son hidrofilos e insolubles en
agua, pero se hinchan en su presencia (o en presencia de fluidos acuosos o polares),
aumentando su volumen, generalmente son de consistencia suave y elasticos, después
de hincharse y liberar su contenido, son capaces de recuperar su forma debido a un

proceso de transferencia de masa del principio activo y del fluido en el que esta
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disperso (proceso de difusion). Estas caracteristicas son una consecuencia de diversos

factores:

3.3.1

Su naturaleza hidréfila es debido a la presencia de grupos polares a lo largo de

las cadenas del polimero, tales como:

o —OH,

o —COOH,
o —CONHs,
o —-HSOas.

Su insolubilidad en agua es debido a la existencia de una red reticulada
tridimensional en su estructura. Esta reticulacion puede ser debida a las fuerzas
cohesivas débiles (fuerzas tales como Van del Waals y puentes de hidrégeno) o

debido a enlaces covalentes o iGnicos.

Su consistencia elastica se determina por el tamafio de las cadenas de
monomero hidréfilo usado, la baja densidad de la reticulacién del polimero o el

contenido de fluido en el hidrogel.

La recuperacion de su forma es el resultado del equilibrio entre las fuerzas
originadas por el agua al entrar en el polimero y buscar los grupos polares afines
a ella y las fuerzas de cohesion ejercidas por las cadenas poliméricas que se
resisten a la expansion, enlaces covalentes o impedimentos estéricos desde y

entre las mismas cadenas [11].

Hidrogeles en latecnologia de la liberacién modificada.

El disefio y aplicacion de sistemas de dosificacion modificada de medicamentos y los

sistemas de direccion localizada de la actividad de un determinado farmaco es

actualmente uno de los aspectos de mayor relevancia en el desarrollo de nuevas

formas de medicacion. La utilizacion de materiales poliméricos, en especial los

hidrogeles, como soportes de farmacos para regular y dosificar su liberacion en

aplicaciones especificas es una perspectiva que ha adquirido gran interés.
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El objetivo principal de la liberacibn modificada es simple: conseguir la cantidad
correcta del agente activo en el momento adecuado y en el lugar preciso. Este método
de liberacién se usa habitualmente para prolongar el tiempo que la dosis terapéutica
esta presente de forma efectiva utilizando una Unica dosis, y para eliminar o minimizar
las concentraciones que exceden los requerimientos terapéuticos. En un sistema de
liberacion modificada, el agente bioactivo es incorporado a un soporte que
generalmente es un hidrogel [12].

La velocidad de liberacion de la sustancia activa desde dicho sistema al medio que la
rodea, viene determinada por las propiedades del propio hidrogel y, en menor medida,
depende de los factores ambientales como pueden ser el pH, la temperatura y los
fluidos del organismo. Por ejemplo, los sistemas de liberacion controlada deben ser
capaces de permitir la administracion de sustancias bioactivas de una forma lenta y

continua durante periodos prolongados de tiempo [13].

La eficacia de un farmaco en una aplicacion especifica requiere la utilizacion de las
concentraciones adecuadas del mismo en unas dosis diarias o menos frecuentes
posibles. Sin embargo, las técnicas convencionales utilizadas en general, proporcionan
frecuentemente un control muy pobre de las concentraciones de la sustancia en plasma
y el tiempo de residencia sélo se puede aumentar, si se hace lo mismo con la cantidad
o la frecuencia de las dosis; ninguno de estos caminos es conveniente porque se
puede superar el nivel minimo de toxicidad, ocasionando con ello efectos nocivos para

el organismo [12,15].

Los hidrogeles permiten modificar la liberacion de farmacos y también una gran
variedad de rutas de administracion (oral, parenteral, transdermal, nasal, ocular, etc.).
En casos en los que la actividad de los farmacos convencionales se pierde o se ve
disminuida en el medio corporal, la combinaciébn con macromoléculas como los
hidrogeles, puede mejorar la eficacia de estos farmacos reduciendo la inactivacion

biologica del agente terapéutico.

Los sistemas basados en hidrogeles disefiados para aplicaciones médicas tienen en

cuenta una serie de factores tales como: la naturaleza de la enfermedad, las
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propiedades del farmaco, el tipo de terapia (puntual o cronica), la fisiologia del
paciente, la ruta de administracion, la localizacion de la terapia y las caracteristicas del
hidrogel empleado, incluyendo el mecanismo de liberacién del farmaco. Los hidrogeles
gue se usan en medicina incluyen polimeros sintéticos que imitan a los naturales con
modificaciones quimicas, éstas modificaciones se hacen para mejorar la
biocompatibilidad, degradabilidad o para introducir otras propiedades deseadas.
También se suelen conjugar quimicamente con los farmacos modificando eficazmente
las caracteristicas bioquimicas y farmacoldgicas del medicamento. La permeabilidad de
los materiales poliméricos puede ser modificada y controlada, se les puede dar forma

facilmente.

Las principales ventajas de los hidrogeles empleados como sistemas de liberacion
modificada, considerados desde el punto de vista farmacologico son [13]:

1. Los niveles de farmaco en plasma se mantienen de forma continua en el
intervalo terapéutico deseado, pudiendo también ampliarse este periodo en el
cudl la terapia es efectiva para disminuir asi el numero de dosis.

2. Los efectos no deseables, derivados de un metabolismo rapido o de una dosis
excesiva, pueden reducirse e incluso eliminarse mediante una administracion
local a partir de un sistema hidrogel/farmaco.

3. Los farmacos que presentan "in vivo" unos tiempos pequefios de vida media
pueden protegerse a la degradacién. También pueden protegerse los tejidos
corporales sensibles a determinados medicamentos, haciendo a la
administracion del farmaco menos invasiva.

4. El aprovechamiento del farmaco es mas eficaz y, por tanto, con un costo
inferior. Se puede disminuir la dosis necesaria cuando se trata de un agente

activo de alto precio.

Sin embargo, estas ventajas deben evaluarse junto con las posibles desventajas que

se pueden presentar en cualquier aplicacion clinica especifica [15]:

1. Toxicidad o falta de biocompatibilidad del hidrogel usado.
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2. Formacion de productos secundarios nocivos procedentes del hidrogel, si éste
es biodegradable.

3. La necesidad que existe en algunos casos de intervencion quirurgica para
implantar el polimero en una localizacién apropiada.

4. Problemas derivados de la presencia del implante.

5. Alto costo de una determinada formulacion hidrogel/farmaco, debido al precio

del hidrogel o de su procedimiento de obtencion.

En general, y desde el punto de vista ideal, los hidrogeles deben estar libres de aditivos
(iniciador, mondémeros, entrecruzante), impurezas, estabilizadores y residuos de
catalizador. Generalmente, son sintetizados por procesos de polimerizacion que
conducen a elevadas conversiones, son quimicamente inertes y esto hace que su uso
en medicina sea posible. Pero puede existir la posibilidad de que los hidrogeles estén
contaminados con sustancias de bajo peso molecular, por ejemplo, monémero residual,
catalizadores., de ser este el caso, los hidrogeles sintetizados no pueden ser
empleados como SLM a menos que se purifiquen [15]. Otra caracteristica importante
de los hidrogeles a utilizar es que no sean susceptibles de rupturas quimicas (por
ejemplo hidrdlisis), salvo que se pretendan sistemas que actien por erosion. En este
ultimo caso, es fundamental que los productos resultantes no sean toxicos [13,17].

El adecuado disefio de un dispositivo de liberacion de farmacos para una aplicacion
biomédica, debe tener en cuenta que las propiedades fisicas y mecanicas del hidrogel
sean las apropiadas, ya que el fallo de estos sistemas a menudo tiene su origen en una
inadecuada resistencia mecanica. En este sentido, los parametros mas importantes
gue han de ser considerados son las propiedades elasticas, el grado de hinchamiento,
la resistencia a la traccion y a la compresion, la cizalla bajo cargas estéticas y

dinAmicas y la resistencia al desgarre.

La degradacion térmica no juega un papel tan relevante dentro del organismo, debido a
gue fluctuaciones de temperatura son relativamente pequefias en éste [13,15]. Pero si
pueden ser cruciales en los procesos de esterilizacion, por lo que, hay que tomar en

cuenta si van a pasar por estos procesos.
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Los requisitos de tipo biolégico dependen de la aplicacion especifica del sistema de
liberacion. Los materiales poliméricos a utilizar para la sintesis del hidrogel no deben
inducir fendmenos cancerigenos, toxicos 0 nocivos en general [17]. La toxicidad se
encuentra relacionada con la liberacion (migracion) de pequefias cantidades de
monomeros residuales u otros aditivos. Con excepcion de los sistemas
bioerosionables, las propiedades quimicas de los hidrogeles no deben ser modificadas
por la accion del medio biolégico. Ademas, no deben inducir reacciones inflamatorias al

contacto con los tejidos y deben tener capacidad de esterilizacion.

3.3.2 Propiedades de los hidrogeles que afectan la liberacion de los farmacos.
3.3.2.1 Coeficiente de difusion.

La velocidad de difusién de un farmaco a través de un hidrogel depende del coeficiente

de difusion.

Los coeficientes de difusibn son mucho méas sensibles al peso molecular de la
sustancia difundida en hidrogeles que lo que son en liquidos de baja viscosidad. Los
coeficientes de difusion dependen de la movilidad de los segmentos de la cadena
polimérica que conforman al hidrogel. En la Tabla 2 puede verse la influencia de
diversos factores que modifican el coeficiente de difusion. La difusion de una molécula
en un hidrogel requiere el movimiento cooperativo de varios segmentos de cadena del
hidrogel. Por eso, las sustancias tienen coeficientes de difusion mayores en hidrogeles
gue tienen menores fuerzas intermoleculares como es el caso de las siliconas frente al
poliestireno. Cuanto mas bajo es el peso molecular (el tamafio de la sustancia
difundida), menor es el movimiento que se necesita en los segmentos. Por lo tanto, es
mas facil para las moléculas pequefas encontrar suficiente espacio para la difusion.
Por la misma razén, un aumento en la cristalinidad del hidrogel disminuira el coeficiente
de difusién de la sustancia, como también lo hara un aumento en el grado de

entrecruzamiento.
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Tabla 2. Factores que modifican el coeficiente de difusion.

Efecto en el coeficiente
Al aumentar o
de difusion
Fuerzas intermoleculares disminuye
Movilidad de segmentos aumenta
Peso molecular disminuye
Cristalinidad disminuye
Plastificante aumenta
Copolimerizacién aumenta
Temperatura aumenta
Temperatura de transicion o
i disminuye
vitrea, T

Los plastificantes o disolventes que aumentan la movilidad de los segmentos conducen
a un aumento de los coeficientes de difusion. Si la propia sustancia que difunde es
plastificante del hidrogel, su coeficiente de difusiobn aumentara. Los coeficientes de
difusion son siempre mayores por encima de la temperatura de transicion vitrea (T,) del
polimero que por debajo. La energia de activacion para la difusion también disminuye
por encima de la T4 El coeficiente de difusion también puede aumentarse por
copolimerizacion, por ejemplo, insertando grupos que aumenten la flexibilidad o

disminuyan la cristalinidad.
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Tabla 3. Coeficientes de difusion de diferentes solutos en distintos polimeros.

. Coeficiente de
Soluto Polimero
difusion
Acetofenona Polietileno 3.55x 10®
Acetato de ) . ;
_ Elastomero de silicona 3.03 x 107
clormadiona
Estriol Eter de poliuretano 2x10°
_ Poli(metacrilato de 17
Flupenacina , 1.74 x 10°
metilo)
Hidrocortisona Policaprolactona 1.58 x 10™%°
17a-hidroxi- i - ;
Elastomero de silicona 5.65 x 10°
progesterona
Progesterona Elastbmero de silicona 5.78 x 10
Acido salicilico Poli(acetato de vinilo) 4.37 x 10

Los polimeros hidréfilos, es decir, aquellos que se pueden hinchar en agua y otros
disolventes, no estan sujetos a las limitaciones de los polimeros densos descritos en la
Tabla 3.

3.3.2.2  Solubilidad.

La solubilidad de las sustancias en los hidrogeles es muy sensible a pequefios cambios
en la molécula como la adicidon de un sustituyente. La forma mas ampliamente utilizada
para predecir solubilidades en hidrogeles ha sido el empleo de los parametros de
solubilidad. La similitud del parametro de solubilidad entre la sustancia activa y el
hidrogel puede favorecer la compatibilidad y la solubilidad. Sin embargo, el nUmero de
enlaces de hidrégeno y la polaridad también son factores importantes a tener en cuenta
[13].
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3.3.23 Consideraciones estructurales.

Cuando un agente activo es dispersado en un polimero la geometria puede jugar un
papel importante en la compatibilidad y velocidad de difusion. Cuando los poros de un
hidrogel son de seccién uniforme pero tortuosos una molécula debe recorrer una mayor
distancia que si los poros fueran rectos, el hecho de que los poros estén o no aislados
del resto o conectados entre si también influye, ya que si la porosidad aumenta, los

poros estaran mas conectados Yy la difusion del agente activo sera mayor.

Los hidrogeles permiten disefiar dispositivos que pueden responder a cambios en el

medio, y por ello se pueden usar en sistemas de liberacion modificada.

3.4 Mecanismo de adsorcion de farmaco en una matriz polimérica.

El término adsorcion parece haber sido introducido por Kaiser en 1881 para connotar la
condensacion de gases sobre superficies libres, a diferencia de la absorcion gaseosa
en donde las moléculas del gas penetran dentro del sdlido. La adsorcién
(estrictamente, adsorcion fisica) ha sido definida por la IUPAC como el enriquecimiento
(es decir, adsorcion positiva 0 simplemente adsorcion) o el vaciamiento (adsorcion
negativa) de uno o0 mas componentes en una interfase. En realidad, en 1909, Mc Bain
propuso el término sorcidn para abarcar tres tipos de fenomenos: la adsorcion sobre las
superficies, la absorcion dentro del sdlido y la condensacion capilar que ocurre en el

interior de los poros.

El proceso de adsorcion 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 fisisorcion, y cuando las interacciones son fuertes
(covalentes) la adsorcion es quimica o quimisorcién. Este fendmeno generalmente es
descrito mediante isotermas, donde la cantidad de la especie que se adsorbe (B) esta
en funcién de la concentracion del adsorbato (C) (o de la presion cuando es gas) a una
temperatura constante.

La expresion general es: B=CK
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Donde K es una constante de adsorcion.

Cuando la isoterma no es lineal existen otras aproximaciones para describir el
fendmeno; las mas utilizadas son la de Langmuir y Freundlich que se muestran en la
Figura 3 [23].

3 (ma/x)

Linear

Freundlich

Langmuir

» Clma/L)

Figura 3. Isotermas de adsorcién Langmuir y Freundlich.

3.4.1 Tipos de Isotermas.

En la literatura se pueden encontrar miles de isotermas de adsorcion medidas sobre
una amplia variedad de solidos porosos. A pesar de tal diversidad la mayoria de estas
isotermas, las cuales son el resultado de una adsorcién fisica, pueden ser agrupadas

convenientemente en seis clases o tipos segun la clasificacion de la IUPAC (Figura 4).
Los primeros cinco tipos de la clasificacién (I-V) fueron propuestos originalmente por
Brunauer S., Deming L. S., Deming W. S. y Teller E., y es conocida como la

clasificacion BDDT3, también referenciada como clasificacion de Brunauer. La isoterma
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del Tipo VI es mas reciente y se la conoce como isoterma escalonada, es una clase

poco comun pero es interesante desde el punto de vista tedrico.

La isoterma tipo | es caracteristica de los sdélidos microporosos. Se reconoce por una
rapida subida inicial, en la zona de bajas presiones, debida al llenado de microporos, y
una larga plataforma pseudohorizontal en la zona central de la isoterma, que refleja la

ausencia de adsorcion en multicapas sobre la superficie del sdlido.

La isoterma tipo Il es caracteristica de sélidos macroporosos 0 no porosos. La
pendiente ascendente de practicamente la totalidad de la isoterma es debida a la
adsorcion en monocapa-multicapa sobre la superficie estable, externa del sélido, sin
presencia de microporos ni mesoporos. El punto B, determina el valor de la capacidad

de monocapa, a partir de la cual es posible calcular la superficie especifica.

La isoterma tipo Il ocurre cuando la interaccion adsorbato-adsorbente es baja, en

sélidos no porosos. Es un tipo muy poco frecuente.

La isoterma tipo IV es caracteristica de sélidos mesoporosos. Se caracterizan por

presentar un ciclo de histéresis debido a las propiedades de su red porosa.
La isoterma tipo V, al igual que la isoterma tipo Ill, es caracteristica de interacciones
adsorbato-adsorbente débiles, pero se diferencia de la anterior en que el sélido en este

Ccaso €S mesoporoso.

La isoterma tipo VI es poco frecuente. Este tipo de adsorcion en escalones ocurre sélo

para sélidos con una superficie no porosa muy uniforme.
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Figura 4. Tipos de Isotermas de adsorcion [24].

B: indicacién del punto de finalizacién de la capacidad de monocapa
X: presion relativa
Y: cantidad adsorbida



3.5 Proceso general de sintesis de hidrogeles.

Los hidrogeles se pueden clasificar en dos tipos, en funcion de la naturaleza de las

uniones de la red tridimensional que los constituyen:

- Los hidrogeles se denominan fisicos o reversibles cuando las redes se mantienen
unidas por enlaces moleculares y/o interacciones fisicoquimicas secundarias como:

interacciones hidréfobas, condensacion de cargas y enlaces de hidrogeno [28].

A pesar de su debilidad, estas interacciones son muy numerosas y su contribucion a lo
largo de toda la cadena polimérica da lugar a comportamientos muy complejos. Debido
a que dependen de estimulos externos como el pH, la fuerza iénica, la composicion del
disolvente o la temperatura, permiten gran versatilidad en el comportamiento de los

hidrogeles frente al medio, a diferencia de los materiales enlazados covalentemente.

Las condiciones del entorno son las responsables de que predominen las fuerzas

atractivas o repulsivas, produciéndose el colapso o el hinchamiento del gel.

- Los hidrogeles se denominan quimicos o permanentes cuando consisten de redes
entrecruzadas covalentemente. Al igual que los hidrogeles fisicos, los hidrogeles
guimicos no son homogéneos. Generalmente contienen regiones de alta densidad de
entrecruzamiento y bajo grado de hinchamiento (clusters), dispersas en las regiones de
baja densidad de entrecruzamiento y alto indice de hinchamiento. La presencia de
estos clusters se debe a que generalmente, al inicio de la sintesis de los hidrogeles se
tiene una alta concentracion de agente entrecruzante, el cual polimeriza casi a la par
del mondémero, pero transcurrido el tiempo el agente entrecruzante empieza a escasear
predominando la mayor concentracion del monémero y provocando que las uniones
entre las cadenas sean mas espaciadas. En algunos casos, dependiendo de la
composicién del disolvente, la temperatura y la concentracion de soélidos durante la

polimerizacién, puede ocurrir separacion de fases formandose macroporos [28].
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Figura 5. Componentes para la obtencion de un hidrogel.

En una polimerizacion radicalica convencional (Figura 5), las distribuciones de peso
molecular son relativamente amplias (en general con indices de polidispersidad, PDI
>2) y en ausencia de aditivos, de relativamente alto peso molecular. Por eso, la
busqueda del control en la polimerizacién radicélica, se ha centrado en “disefiar” estos
materiales a través de manipular su composicién, arquitectura molecular vy
funcionalidad [25].

En la actualidad se consideran cinco diferentes métodos los que han logrado que la
polimerizacion radicalica llegue a la obtencion de moléculas con la arquitectura
deseada:

— Polimerizacion mediada por transferencia catalitica de cadena (CCT, a principios
de los 1980s)

— Polimerizacién mediada por radicales estables tipo nitréxido (NMP, a finales de
los 1980s) [26].

— Polimerizacion radicélica por transferencia de atomo (ATRP, a principios de los
1990s) [27].

— Polimerizacion por radicales libres con trasferencia reversible de cadena o
Polimerizacion por transferencia de adicion-fragmentacion reversible (RAFT, a
finales de los 1990s).

— Actualmente, seleccionando una combinacién de técnicas apropiadas, se cuenta

con la capacidad de sintetizar polimeros con distribuciones muy estrechas (PDI
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= 1.1 — 1.2), tamafios controlados y arquitecturas complejas, como las que
aparecen en la Figura 6, sin la necesidad de utilizar otras vias de polimerizacion,

como la polimerizacion iénica, ni metodologias complejas en sintesis organica.

e pOlimero con

w-funcionalidad " .ﬁ. - estrella
.-.;-;u-J\;'..-\;Uu-)u\.-'uuw-'polimero .{:-“\.-
a,wo-telequélico .
.. estrella dibloque,
i § "t triblogue ...
o copolimero ]
dibloque, AB 4
L~ polimero

, __<| | hiperramificado
s Jenan copolimero L~
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TTTT “enopone At L L moionto

Figura 6. Ejemplos de arquitecturas poliméricas controladas, que se pueden sintetizar
por técnicas de polimerizacion radicalica viviente.

3.5.1 Mecanismo de reaccion para la obtencion de hidrogeles mediante

radicalica libre.

La polimerizacion comienza a partir de una especie reactiva R *, denominada radical,

producida a partir de un compuesto I, denominado iniciador:

| ——» R*
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Las especies reactivas que pueden ser un radical libre, se suman a una molécula de
mondmero mediante la apertura de la union-1r para formar un nuevo radical. El proceso
se repite afiadiendo muchas mas moléculas de monOmero para propagar

continuamente el centro reactivo:

CH,=CHY '.1 CH,=CHY }l1 },'

R¢ —= R—CHy~(* ——— R—CH;—(=CH;=C+

4 Y Y
CH,=CHY *,’ *l'
------ - R CH?"? CH:—?*
¥l %

Figura 7. Mecanismo de reaccién para la obtencién de hidrogeles mediante radicalica
libre.

El crecimiento del polimero se termina en algin momento por la destruccion del centro
reactivo, por una reaccion apropiada (ya sea por terminacion donde dos cadenas se
encuentran o por inhibicion al agregar un antioxidante o inhibidor) en funcién del tipo de
centro reactivo y las condiciones de reaccion particulares como se muestra en la Figura
7.

Lo que difiere este mecanismo de los demas, para la obtencion de polimeros, es que el
polimero de alto peso molecular se forma inmediatamente. Un centro reactivo radical,
anionico, una vez producido, afiade muchas unidades de monémero en una reaccion

en cadena y crece rapidamente.

La concentracion de monomero disminuye a lo largo del transcurso de la reaccion vy el
namero de moléculas de polimero aumenta. En cualquier instante la mezcla de
reaccion contiene mondémero, polimero y las cadenas en crecimiento. El peso
molecular del polimero se mantiene relativamente sin cambios durante la
polimerizacion, aunque el porcentaje de conversion global de mondémero a polimero

aumenta con el tiempo de reaccion.
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Mientras que la polimerizacion de una amplia variedad de monomeros insaturados es
termodinamicamente factible, se requieren a menudo condiciones de reaccion muy

especificas para lograr viabilidad cinética para llevar a cabo una polimerizacion [30].

Para llevar a cabo la sintesis de dichos polimeros se emplean fluidos supercriticos

como medio de dispersion.

Las innovaciones de proceso actuales deben cumplir los "principios de la quimica
verde", dando lugar a un bajo consumo de energia, la intensificacién de procesos y la
simplificacion, la utilizacion eficaz de materias primas renovables, menor generacion de
residuos/productos residuales, y el uso de solventes de manera segura Yy

ambientalmente respetuosa.

El diéxido de carbono y el agua son disolventes prometedores verdes. Sin embargo,
son disolventes débiles generales para muchas aplicaciones. El agua liquida es
inmiscible con la mayoria de las moléculas organicas y el dioxido de carbono presenta
una solubilidad limitada con hidrocarburos de alto peso molecular. Pero, las
propiedades disolventes del agua y dioxido de carbono se pueden modificar

sustancialmente cuando se utilizan como disolventes supercriticos.

Un fluido supercritico una sustancia que se encuentre en condiciones de presion y
temperatura superiores a su punto critico que se comporta como “un hibrido entre un
liquido y un gas”, es decir, puede difundir como un gas (efusion), y disolver sustancias
como un liquido (disolvente), se caracterizan por el amplio rango de densidades que
pueden adoptar. Por encima de las condiciones criticas, pequefios cambios en la

presion y la temperatura producen grandes cambios en la densidad [32].
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3.6 Materias primas usadas en la sintesis de hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

A continuacion se mencionan las propiedades principales de las materias primas

empleadas para fabricar el sistema de liberacién modificada.
3.6.1 Mondémero HEMA.

Estructura

CHj

Figura 8. Estructura quimica del 2-hidroxietil metacrilato.

Formula condensada: C¢H1003

Nombre quimico: 1,2—Etanodiol mono (2-metilpropenoato) glicol metacrilato.
Descripcion: Liquido incoloro con olor a éster.

Propiedades:

Punto de fusion: < - 60°C.

Punto de ebullicién: 67°C a 3.5mmHg/L.

Densidad: 1.073 g/mL a 25°C.

Usos:

Es usado como emulsionante para resinas acuosas y no acuosas, aprovechando sus
propiedades hidrofilicas y entrecruzantes. El HEMA es un material compatible con
varios compuestos organicos e inorganicos, por lo que se utiliza en reacciones de
adicion. Dentro del area de la salud, se ha utilizado como resina dental, material de

oftalmologia e incluso como protesis o implantes para sustituir tejidos dafiados.
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3.6.2 Entrecruzante: EGDMA.

El etilenglicol dimetacrilato es un diéster. Comunmente, las industrias combinan esta
sustancia con otras formulaciones quimicas para hacer plasticos 0 gomas. Numerosos
fabricantes usan el etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) sobre todo para construir
materiales con aplicaciones médicas e investigaciones de laboratorio. Generalmente,
los cientificos combinan este componente con otras sustancias poliméricas para crear

superficies de copolimeros que pueden servir como injertos de tejido.

Estructura y sintesis.

La union de acido metacrilico con un etilenglicol produce etilenglicol dimetacrilato
liquido. Cuando se combina con otros componentes polimerizantes que incluyen

metilmetacrilatos, el peso molecular se incrementa y el EGDMA se convierte en un gel.

o) CHs
o e ]
2 N NI e e

C
| A 2
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Figura 9. Estructura quimica del etilenglicol dimetacrilato.
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Formula condensada: C10H1404

Nombre quimico: Etilenglicol dimetacrilato.

Descripcion: EIl EGDMA es un liquido ligeramente amarillo e inodoro.
Propiedades:

El EGDMA es un polimero soluble en agua y otros solventes, no es irritante, volatil ni
toxico.

Densidad: 1.051g/mL a 20°C.
Punto de ebullicién: 240°C a 1013.25 mbar.
Punto de solidificacion: -20°C.

Usos:

El etilenglicol dimetacrilato adiciona a los polimeros con los que se combina una mayor
rigidez, resistencia al calor, a la humedad y otros solventes. EIl EGDMA puede ser
usado en material de ortodoncia, preservativos, fabricacion de papel, sellos de goma,
adhesivos, tinta para imprimir, agente entrecruzante y polimero de uso en la clinica

Optica.

3.6.3 Krytox 157FSL [36].

Uso:

Lubricante (en la sintesis de hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) con estructura no
controlada se utiliz6 como dispersante)

Descomposicién térmica: 170 - 200° C.

Peligro de incendio y explosion: En caso de incendio, pueden formarse productos de

descomposicion toxicos.

Propiedades fisicas y quimicas:
Forma: liquido viscoso.

Color: transparente, ambar a gris.
Olor: ninguno.

pH: acido.

Peso especifico: 1.9 N/m?®.
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Solubilidad en agua: insoluble.

Estabilidad y reactividad:
Estabilidad: estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.
Condiciones a evitar: Temperatura> 350° C.

Descomposicién a productos peligrosos: compuestos fluorados.

Informacion toxicoldgica:

DLso cutanea: > 5000 mg/kg en rata.

DLsp Oral: > 5000 mg/kg en rata.

DLso Oral: > 5000 mg/kg en raton.

Irritacion de la piel: Irritacion leve en conejo.
Irritacion de los ojos: Irritacion ocular leve en conejo.

Sensibilizacion de la piel: Produce sensibilizacion en raton.

Toxicidad: Oral — sonda en rata.

No se encontraron efectos toxicolégicamente significativos.

Mutagenicidad: ensayos sobre cultivos en células bacterianas de mamifero no mostré

efectos mutagénicos.

Restricciones de uso: no utilizar materiales de DuPont en aplicaciones médicas que

requieran la implantacién en el cuerpo humano ni el contacto con fluidos o tejidos

corporales internos a menos que el material haya sido proporcionado por DuPont bajo

un contrato escrito que sea coherente con la politica de DuPont con respecto a las

aplicaciones médicas y reconoce expresamente el uso contemplado.

- Efectos potenciales sobre la salud:
e Piel.
Puede causar irritacion de la piel.

Puede provocar una reaccion alérgica en la piel, puede causar picazon, enrojecimiento,

erupcion e hinchazén.

e Ojos.
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Puede causar irritacion en los 0jos.

Podria causar: lagrimeo, enrojecimiento o malestar.

Sin embargo, en la bibliografia no se ha encontrado investigacion alguna que reporte
estudios de biocompatibilidad y toxicidad de ningun tipo, es por ello que en el presente
trabajo se realiz6 este estudio para marcar la pauta si hidrogeles sintetizados con
Krytox pueden ser empleados como plataformas para SLM.

El CO, se utilizo como medio de dispersién para la sintesis de los hidrogeles poli
(HEMA-co-EGDMA), siendo éste un fluido supercritico al someterlo a la temperatura y
presion requeridas en el reactor de sintesis, transcurrido el tiempo de reaccion y liberar
la presion del reactor adquiere su estado de agregacion gaseoso a presion y
temperatura ambiente lo cual también tiene la ventaja que arrastra consigo remanentes
de mondmero que quedaron sin polimerizar durante la sintesis, si es que existieran, al

mismo tiempo el polimero sintetizado queda libre de disolvente, para este caso CO,.
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3.7 Antibidticos.

Un antibidtico (del griego avri-anti, "en contra" + Biorikd¢ - biotikos, "dado a la vida" ) es
una sustancia quimica producida por un ser vivo o un derivado sintético, que mata o
impide el crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles, generalmente
bacterias. Los antibioticos se utilizan en medicina humana, animal y horticultura para
tratar infecciones provocadas por bacterias. Normalmente los antibioticos presentan
toxicidad selectiva, siendo muy superior para los organismos invasores que para los

animales o los seres humanos que los hospedan [47].

3.7.1 Clorhidrato de Ciprofloxacino.

El Ciprofloxacino es un farmaco antimicrobiano de la clase de las fluoroquinolonas. Es
activo frente a un amplio espectro de bacterias gram-negativas aerobias, incluyendo
patdgenos entéricos, Pseudomonas y Serratia marcescens, aunque ya han empezado
a aparecer cepas de Pseudomonas y Serratia resistentes. Igualmente es activo frente a
gérmenes gram-positivos, aunque también se han detectado resistencias en algunas
cepas de Staphyloccocus aureus y pneumococos. No es activo frente a
microorganismos anaerobios. Se utiliza ocasionalmente, en combinacion con otros

antibidticos, en el tratamiento de las infecciones por micobacterias (M. tuberculosis).

3.7.1.1 Mecanismo de accién.

Los efectos antibacterianos del Ciprofloxacino se deben a la inhibicibn de la
topoisomerasa IV y la DNA-girasa bacterianas. Estas topoisomerasas alteran el DNA
introduciendo pliegues super helicoidales en el DNA de doble cadena, facilitando el
desenrollado de las mismas. La DNA-girasa tiene dos subunidades codificadas por el
gen gyrA y actuan rompiendo las cadenas del cromosoma bacteriano y luego
uniéndolas una vez que se ha formado la superhélice. Las quinolonas inhiben estas
subunidades impidiendo la replicacion y la transcripcion del DNA bacteriano. Las
células humanas y de los mamiferos contienen una topoisomerasa que actia de una
forma parecida a la DNA-girasa bacteriana, pero esta enzima no es afectada por las

concentraciones bactericidas del Ciprofloxacino.
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3.7.1.2 Farmacocinética.

El Ciprofloxacino se administra por via oral e intravenosa. Después de una dosis oral,
el Ciprofloxacino se absorbe rapidamente en el tracto digestivo, experimentando un
minimo metabolismo de primer paso. En voluntarios en ayunas se absorbe el 70% de la
dosis, alcanzandose las concentraciones plasmaticas maximas en 0.5 a 2.5 horas.
Cuando el farmaco se administra con la comida, se retrasan las concentraciones
maximas, pero la absorcién global no queda afectada. Después de una dosis oral de
500 mg, las concentraciones plasméticas son de 1.6-2.9 ug/mL. Después de una dosis
intravenosa de 400 mg, las concentraciones son de 4.6 ug/mL. Las concentraciones
plasmaticas se mantienen durante 12 horas por encima de las concentraciones

minimas inhibitorias para la mayoria de las bacterias.

El Ciprofloxacino se distribuye ampliamente por todo el organismo, siendo minima su
union a las proteinas del plasma. La penetraciéon en el liquido cefalorraquideo es
minima cuando las meninges no estan inflamadas. Se alcanzan concentraciones
superiores a las plasmaticas en la bilis, los pulmones, los rifiones, el higado, la vejiga,
el Gtero, el tejido prostatico, el endometrio, las trompas de Falopio y los ovarios. El 50%
de la dosis oral de Ciprofloxacino es excretada por via renal como farmaco sin alterar.
En los pacientes con funcion renal normal la semi-vida de eliminacion es de 3-5 horas,
pero puede aumentar a 12 horas en sujetos con insuficiencia renal. La excrecion fecal

alcanza el 20-40% de la dosis.
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Figura 10. Estructura quimica del Clorhidrato de Ciprofloxacino.
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Formula condensada: C;31H18FN3O3 HCI H,0

Nombre quimico: Monoclorhidrato del acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-
(1-piperazinil) quinolino-3-carboxilico monohidratado.

Numero CAS: 86393-32-0.

Solubilidad: soluble en agua, ligeramente soluble en metanol, muy ligeramente soluble
en etanol, casi insoluble en acetona, acetato de etilo y cloruro de metileno.

Descripcion: polvo cristalino, ligeramente amarillo.

3.7.1.3 Indicaciones terapéuticas.

Infecciones otorrinolaringoldgicas: otitis media, sinusitis, etc.

Infecciones respiratorias: bronconeumonia, neumonia lobar, bronquitis aguda,
agudizacién de bronquitis cronica, bronquiectasia y empiema.

Infecciones genitourinarias: uretritis complicadas y no complicadas, cistitis, anexitis,
pielonefritis, prostatitis, epididimitis y gonorrea.

Infecciones gastrointestinales: enteritis.

Infecciones osteoarticulares: osteomielitis, artritis séptica.

Infecciones cutaneas y de tejidos blandos: Ulceras infectadas y quemaduras
infectadas.

Infecciones sistémicas graves: septicemia, bacteriemia, peritonitis.

Infecciones de las vias biliares: colangitis, colecistitis, empiema de vesicula biliar.
Infecciones intraabdominales: peritonitis, abscesos intra-abdominales.

Infecciones pélvicas: salpingitis, endometritis.

3.7.1.4 Dosis y viade administracion.

e Oral
La mayor parte de las infecciones responden a una dosis de 250 mg cada 12 horas. En
casos de infecciones graves, emplear dosis de hasta 750 mg cada 12 horas, al ceder el

cuadro infeccioso administrar dosis normal.
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e Inyectable.
Se administra en infusion intravenosa a pasar en 30 a 60 minutos. Infecciones
osteoarticulares, neumonias, infecciones de tejidos blandos y otras infecciones, 400 mg

dos veces al dia por via intravenosa.

Infecciones del tracto urinario: 200 a 400 mg dos veces al dia. El tratamiento debe
continuarse por lo menos 48 a 72 horas después de la desaparicion de los sintomas.
Para la mayoria de las infecciones, la duracion del tratamiento recomendable es de 7 a

14 dias y de 2 meses para la osteomielitis [33].

Las presentaciones actualmente comercializadas en las que se encuentra el

Ciprofloxacino [42] se pueden apreciar en la Tabla 4.

3.8 Clorhidrato de Ciprofloxacino en SLM.

En el mercado existen SLM de Clorhidrato de Ciprofloxacino los cuales se mencionan a

continuacion.

CIPRO®XR de laboratorios Bayer, comprimidos de liberacién prolongada de 500 mg y
1g.

CIPROXINA® XR Tabletas de laboratorios Bayer en presentaciones de 500 mg y 1000
mg

Ahora bien existen SLM de Clorhidrato de Ciprofloxacino en desarrollo, se muestra a
continuacién un panorama general de estas innovaciones que involucran desde
tabletas hasta formulaciones empleando polimeros para controlar la liberacion de

Ciprofloxacino.

En estas innovaciones se pueden encontrar tabletas que contienen al farmaco en 2
formas, como clorhidrato y como Ciprofloxacino betaina y los comprimidos estan
constituidos por 2 capas: una de liberacion inmediata que contiene el 35% de la dosis y
alcanza el plasma y los tejidos luego de 1 a 2 horas de administrado el medicamento y
una segunda capa de liberacién lenta con el 65% remanente de la dosis, que garantiza

el mantenimiento de los niveles de eficacia en plasma y orina durante las 24 horas. Es
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una dosis unitaria de 1000 mg durante 7 a 14 dias, solo resulté ser eficaz para

infecciones graves de tracto urinario [37].

Se han desarrollado lentes de contacto obtenidos mediante el empleo de &cido acético
y acido acrilico los cuales se dosificaron con Ciprofloxacino mediante impresion
molecular para el tratamiento de infecciones oculares, la liberacion del Ciprofloxacino
del lente de contacto varia de 3 a 14 dias segun la concentracion de la solucion de

cargado [38].

Otra innovacion para la liberacion de Ciprofloxacino se encuentra en el desarrollo de
apositos fabricados de poli (2-hidroxietilmetacrilato) con variantes en su composicion de
HEMA y EGDMA, si aumenta la concentracion de EGDMA disminuye la difusion de
Ciprofloxacino, en cambio si se emplea poli HEMA (reticulado con 4% EGDMA)
sostiene la liberacion del farmaco y mantiene la actividad antibacteriana hasta por 12
dias [48].

Se han empleado polimeros como el quitosan y copolimeros de HEMA-MMA para
controlar la liberacion de Ciprofloxacino para su uso a nivel tépico [39].

Comprimidos de liberacién controlada de Ciprofloxacino se prepararon por el método
de granulacion en humedo utilizando dos polimeros como HPMC K 100 M (polimero
hidrofilico) y goma guar (polimero natural). El estudio de liberacion in vitro mostr6 que
si se aumenta la proporcion de polimero, a continuacion, la liberacion del farmaco se
prolonga. HPMC K 100 M muestra una liberacion prolongada en comparacion con la

goma guar [40].

En el afio 2011 se formulé una suspensién mucoadhesiva de carbopol 934, que por
medio de andlisis cualitativo de difraccion de rayos X, indicé retrasar la liberacién de
Ciprofloxacino mejorando la biodisponibilidad y capacidad de penetracion de este

farmaco [41].

También se han empleado hidrogeles de Acrilamida-co-ésteres del acido itacénico para
la liberacion controlada de Clorhidrato de Ciprofloxacino [46].

En este trabajo se presenta una alternativa mejorada para la administracion de

Ciprofloxacino en un SLM, empleando plataformas poliméricas en especifico hidrogeles
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poli (HEMA-co-EGDMA) sintetizados en CO, supercritico que cumplen con la pauta
posoldgica deseada para esta fluoroquinolona, teniendo con esto una ventaja ya que se
emplea quimica verde y al mismo tiempo se eliminan impurezas del hidrogel que

pudieran provocar toxicidad.
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Tabla 4. Formas farmaceéuticas comercializadas de Ciprofloxacino actualmente segun el Catalogo de Medicamentos

Genéricos.

Denominacién
genérica

Forma farmacéutica

Presentacion

Laboratorio

Ciprofloxacino Tabletas 250 mg envase frasco con 8 tabletas Alpharma
Ciprofloxacino Tabletas 500 mg envase con 10 tabletas Alpharma
Ciprofloxacino Tabletas 250 mg envase frasco con 8 tabletas Apotex
Ciprofloxacino Tabletas 500 mg envase frasco con 6 tabletas Apotex
Ciprofloxacino Tabletas 250 mg envase frasco con 8 tabletas Arlex
Ciprofloxacino Tabletas 500 mg envase con 8 tabletas Farmacias del Ahorro
Ciprofloxacino Tabletas 250 mg caja con 12 tabletas Farmacias del Ahorro
Ciprofloxacino Solucién inyectable 200 mg/mL envase con 1 ampula Kendrik
Ciprofloxacino Tabletas 250 mg envase con 8 tabletas Kendrik
Ciprofloxacino Tabletas 500 mg envase con 12 tabletas Kendrik
Ciprofloxacino Tabletas 500 mg envase con 8 tabletas Kendrik
Ciprofloxacino Solucién inyectable, I.V. 2mg/mL envase con un frasco @mpula con 100 mL. Pisa
Ciprofloxacino Solucion Inyectable 200 mg/100 mL envase con frasco ampula con 100 mL. Tecnofarma
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4. HIPOTESIS

Si los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) sintetizados en dioxido de carbono
supercritico con estructura no controlada son capaces de captar Ciprofloxacino y
desorberlo lentamente, entonces éstos podran ser empleados como plataformas para

sistemas de liberaciéon modificada.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general.

Estudiar hidrogeles poliméricos de poli (HEMA-co-EGDMA) con estructura no
controlada como sustratos de Clorhidrato de Ciprofloxacino para lograr un sistema de

liberaciéon modificada.

5.2 Objetivos particulares.

Cargar hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) sintetizados en dioxido de carbono
supercritico con estructura no controlada, mediante procesos de adsorcion con

Clorhidrato de Ciprofloxacino.

Realizar cinéticas de liberacion ‘in vivo” de hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA)
sintetizados en diéxido de carbono supercritico con estructura no controlada, cargados
de Clorhidrato de Ciprofloxacino, para concluir sobre su conveniencia de uso como
SLM.

Evaluar la toxicidad de hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) y poli (HEMA-co-EGDMA-

Krytox) sintetizados en didxido de carbono supercritico con estructura no controlada.
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6. METODOLOGIA

6.1 Instrumentacion y reactivos.

El Clorhidrato de Ciprofloxacino fue donado por laboratorios ADYFARMA. Mientras que
los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) con estructura no controlada, fueron
proporcionados por el grupo de trabajo del Dr. Eduardo Vivaldo Lima (Departamento de
Ingenieria Quimica, Conjunto E. Facultad de Quimica, UNAM). Se les asigno la

siguiente nomenclatura: G311, G312, G313 y G314 observados en la Figura 11.

Figura 11. Hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) con estructura no controlada empleados
para este estudio.

El agua utilizada para la realizacion de las curvas de calibracion y los estudios de
adsorcion y liberacioén realizados se obtuvo con el equipo Nanopure Branstead, MERIT
W4000.

A todos los hidrogeles se les realizd un tratamiento previo que consisti6 en moler el
hidrogel (polvo) en un molino coloidal durante 10 minutos y posteriormente hacerlos
pasar a través de un tamiz de 50 micras y con éste se trabajo para todas las pruebas

gue se describen a continuacion.
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6.2 Caracterizacion de materia prima.

Los hidrogeles en estudio se caracterizaron por medio de Infrarrojo (IR), Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) y Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) esto tanto
para los hidrogeles vacios como para los hidrogeles cargados con Clorhidrato de
Ciprofloxacino. Los estudios de IR se realizaron mediante transformadas de Fourier en
el equipo Spectrum 400 de Perkin mediante la técnica ATR (reflactancia total atenuada)
en pastilla de KBr.

El analisis Térmico Diferencial de Barrido (DSC) se hizo en un calorimetro marca TA

Instruments modelo 2920 calibrado con estandar de indio.

Los hidrogeles se analizaron realizando un barrido con recubrimiento de oro en un
microscopio electrénico JEOL JSM-5900 LV.

Mientras que el Clorhidrato de Ciprofloxacino se caracterizé por Resonancia Magnética

Nuclear protonica (RMN) e Infrarrojo.

6.3 Estudio de Captacion de agua (IH)

Se pesaron 40.0 mg de hidrogel en polvo y se registrd la masa inicial (W1), el hidrogel
se colocé en un vial de 5 mL de capacidad, previamente pesado (C). Posteriormente se
le agregaron 4.0 mL de agua y se dejé en reposo durante 7 dias.

Una vez transcurrido el tiempo establecido, se retir6 el exceso de agua que no fue
captada por el hidrogel y se registré la masa del polimero (W2) dentro del vial.

Para cada hidrogel, se calcul6 el indice de hinchamiento (IH) con la siguiente férmula:

IH= (W2-C)/ (W1-C)

Dicho procedimiento se llevo a cabo por triplicado para cada hidrogel en estudio.
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6.4 Estudios de adsorcion.

6.4.1 Realizacion de recta de calibracion.

La curva de calibracion se realizdé a partir de una solucion stock de Clorhidrato de
Ciprofloxacino de concentracién conveniente en cada caso (0.02 M, 5x10™* M y 8x10™
M), se prepararon soluciones de diferente concentracién molar (1x10°, 3x10®, 5x10°,
1x107°, 2x10°, 3x10®°) mediante diluciones realizadas utilizando como disolvente agua
deionizada. Las absorbancias fueron determinadas en un espectrofotémetro de UV-
visible Ocean Optics. Inc acoplado con el programa OOIBase32, a una longitud de
onda de 276.55 nm.

El procedimiento fue realizado por triplicado, se graficé el promedio de las réplicas

obtenidas.

6.4.2 Cinéticas de adsorcion

Se prepard una solucion de Clorhidrato de Ciprofloxacino 0.02 M. Para construir las
cinéticas de adsorcion y conocer el equilibrio del sistema propuesto, se pesaron 15 mg
de cada uno de los hidrogeles en estudio y cada muestra se puso en contacto con 5.0
mL de la disolucion de Clorhidrato de Ciprofloxacino 0.02 M en viales de 10 mL. Las
muestras se mantuvieron en agitacion y temperatura constantes de 300 rpm y 25°C
respectivamente, tomando muestras durante diferentes tiempos hasta llegar a un

tiempo final de 24 horas. El proceso de adsorcién se ilustra en la Figura 12.
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Figura 12. Proceso de sintesis y cargado de hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

Al término de cada tiempo de muestreo, se determind la concentracion de antibiético
remanente en el medio. Construyéndose de esta forma la cinética de adsorcion al
graficar concentraciéon de Ciprofloxacino remanente en el medio contra tiempo de
muestreo. Para cuantificar la concentracion de farmaco remanente en cada muestra se
empled un espectrofotometro de UV-visible Ocean Optics. Inc S2000 acoplado con el
programa OOIBase32, a una longitud de onda de 276.55 nm que es donde se registro

la mayor intensidad de absorbancia. El proceso mencionado anteriormente se realizd

', -é\— Filtrado

Sistema de liberacién
maodificada: Hidrogel-Farmaco

por triplicado para cada hidrogel en estudio (G311, G312, G313y G314).
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6.4.3 Isotermas de adsorcion.

Se prepararon soluciones de diferentes concentraciones de farmaco (5x10 °® M ,1x10
M, 2x10™ M, 3x10™ M, 5x10™ M y 5x10* M). Para determinar la capacidad de retencién
de los hidrogeles se realizaron isotermas de union, para esto se pesaron muestras de
15 mg de cada hidrogel, éstas se pusieron en contacto con 5.0 mL de la solucion
correspondiente en viales de 10 mL. Las muestras se mantuvieron en agitacion y
temperatura constante a 300 rpm y 25 °C respectivamente durante 24 horas, con el fin

de que el sistema de adsorcion de antibidtico llegara al equilibrio.

Al término de este periodo de tiempo, se determind la concentracion de antibibtico
remanente para cada muestra y la cantidad de antibidtico adsorbida en la muestra de

hidrogel, es decir, se determiné la capacidad de retencion.

La cuantificacion de la concentracibn remanente en cada muestra se determind
mediante el empleo de un espectrofotometro de UV-visible Ocean Optics. Inc acoplado
con el programa OOIBase32, a una longitud de onda de 276.55 nm que es donde se

registré la mayor intensidad de absorbancia.

El procedimiento mencionado anteriormente se realiz6 por triplicado para cada hidrogel
en estudio (G311, G312, G313y G314).
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6.5 Estudios de liberaciéon “in vitro”.

Una vez obtenidos los hidrogeles cargados con Ciprofloxacino se prosiguié a realizar
los estudios de liberacion in vitro. Las liberaciones se realizaron en celdas de vidrio
(celdas de Franz como se muestra en la Figura 13) utilizando una membrana de
difusion de 0.45 micras. Las muestras se mantuvieron en agitacion y temperatura
constante de 300 rpm a 37 °C respectivamente, se tomaron muestras a lo largo de 123
horas para determinar el comportamiento de liberacion del farmaco de la matriz

polimérica.

Se colocaron 15 mg de hidrogel cargado en el lado donador del sistema y se agregd un
total de 6.0 mL de agua deionizada al sistema.

Los hidrogeles contienen 0.4264 g, 0.3969 g, 0.4022 g y 0.4530 g de Ciprofloxacino por
g de hidrogel G311, G312, G313 y G314 respectivamente.

A cada tiempo establecido se tom6é una muestra del medio del lado donador, se
determind la concentracién de Ciprofloxacino liberada mediante espectroscopia UV
(espectrofotbmetro Ocean Optics. Inc  acoplado con el programa OOIBase32)
utilizando la recta de calibracién, al término de cada cuantificacion se regresé la
muestra de medio al sistema de liberacion. Este procedimiento se realiz6 por triplicado

para cada hidrogel estudiado.

Figura 13. Sistema de liberacion in vitro utilizando celdas de Franz.
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6.6 Fabricacion de implante.

Para realizar la liberacién in vivo se elaboraron implantes con los hidrogeles en estudio
cargados de Ciprofloxacino, a continuacion se menciona el proceso de fabricacién de

los mismos.

Se mezcld almidon de maiz de Quimica Barsa con lote: 3RHO05 con agua deionizada a
punto de ebullicion (90 °C), una vez hecho esto se adicioné el hidrogel cargado
correspondiente previamente pesado para determinar la cantidad de hidrogel cargado
de Ciprofloxacino por peso de implante, en seguida esta mezcla se enfri6 a
temperatura ambiente para formar la pasta y generar los implantes con ayuda de una
jeringa sin aguja, finalmente una vez hechos los implantes se dejaron secar a
temperatura ambiente para que se endurecieran como se muestran en la figura 14 y de

esta forma poder manipularlos y administrarlos.

Figura 14. Implantes de hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) cargados de
Ciprofloxacino.
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6.7 Cinética de liberaciéon “in vivo”.

Debido a los resultados obtenidos en la cinética de liberacion in vitro se decidio realizar
la cinética de liberacién in vivo con los hidrogeles G313y G314, puesto que el hidrogel
G313 contiene Krytox y el hidrogel G314 no contiene Krytox para obtener un
comparativo del comportamiento tanto de cinética de liberacion in vivo y toxicidad de

los hidrogeles estudiados.

Esta prueba se realiz6 con un total de 33 ratas Wistar (XY) de aproximadamente 250
gramos de peso, divididas en 3 grupos de 9 ratas cada uno y un cuarto grupo de 5
ratas el cual se emple6 como grupo control. Al grupo 1 se les administraron los
implantes elaborados con el hidrogel G313, al grupo 2 se le administraron los implantes
fabricados con el hidrogel G314, finalmente al grupo 3 se le administraron los implantes
fabricados con Krytox esto con la finalidad de estudiar si genera toxicidad el Krytox por
si solo, la via de administracion fue subcutanea a relacion de 5 mg/kg de rata/dia de
Ciprofloxacino para el caso de los hidrogeles G313 y G314. La administracién de los

implantes se realizé con una pistola para implantes de chip para uso veterinario.

Se tomaron muestras de sangre del seno ocular con ayuda de un capilar a 3 ratas de
cada grupo por tiempo de muestreo , los cuales fueron: 4, 8 y 24 horas y a los dias 2, 3,
4,5y 7y se colectaron en tubos con EDTA, cabe mencionar que para cada tiempo de
muestreo y para poder construir las graficas de liberacién se fueron rotando las ratas
de cada grupo a las que se les tomd muestra de sangre con el fin de no lastimarlas y
tener un mayor tiempo de recuperacion de las mismas, es por esto que cada grupo
estaba conformado por 9 ratas como se muestra en la Figura 15. Las muestras se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm para obtener el plasma el cual se
mantuvo en refrigeracion a una temperatura de 4°C hasta el momento de su

procesamiento. Con estas muestras se realizo la cinética de liberacion.

Las concentraciones de Ciprofloxacino en plasma se cuantificaron por el método
microbiolégico propuesto por Bennet et. al. el cual se ha demostrado que es tan
sensible como el HPLC [53], utilizando una bacteria sensible (Escherichia coli ATCC)

como microorganismo de prueba. Los resultados obtenidos se graficaron a razén de
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porcentaje liberado de Ciprofloxacino contra tiempo y fueron analizados por medio del

programa PkAnalist (Micromath corporation) y WinNonline.

~ |

% Liberado

Tiempo

Figura 15. Diagrama que ejemplifica la construccion de la cinética de liberacién in vivo
para un grupo de estudio.

6.8 Estudios de toxicidad.

Para los estudios de toxicidad se emplearon los mismos grupos de ratas utilizadas para
evaluar la cinética de liberacion, una vez concluido el estudio de liberacion, al dia 7, se
sacrificaron 3 ratas de cada grupo (1, 2 y 3), de las cuales se tomé muestra de higado,
rifén, piel (zona de administracion del implante) para analisis histopatolégico.

Los tejidos se almacenaron en formol tamponado al 10% a temperatura ambiente hasta

el momento de su procesamiento.

El procedimiento descrito anteriormente se realizo a los 7,14 y 21 dias, esto con el fin
de tener un panorama preliminar acerca de la toxicidad que pudieran generar los
hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).
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Se tomaron muestras de sangre en tubos sin algun aditivo (tapa roja) para la evaluar la
funcién hepatica y renal en suero, esto solo para el dia 21 tras la administracion del
implante, las muestras de sangre se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm
separando el suero de los elementos celulares y se mantuvieron en refrigeracion a una

temperatura de 4°C hasta el momento de su procesamiento.

Tanto para el estudio de cinética de liberacion y toxicidad se utilizé una camara de éter

para sedar a las ratas como se muestra en la Figura 16.

Figura 16. Camara de éter.

Los protocolos para los estudios de liberacion in vivo y toxicidad realizados en este
trabajo fueron aprobados por el Comité para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio (CICUAL) del programa institucional para el cuidado y uso de los animales
de laboratorio (PICUAL), Facultad de Quimica, UNAM.
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7. RESULTADOS y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de materias primas.

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas generales de los hidrogeles estudiados.

Tabla 5. Caracteristicas generales de los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

Uso de Caracteristicas Formacion de
Hidrogel* | Tensoactivo iy Solubilidad .
para sintesis Fisicas pelicula
Insoluble en:
Agua,
Krytox 5% . Cloroformo, No
Polvo fino
G311 peso blanco. _ DMSO, Incluso con el
respecto Dioxano, HCI uso de
HEMA concentradoy | tensoactivos
Diclorometano.
Insoluble en:
Agua,
Krytox 5% Cloroformo, No
G313 peso Polvo fino DMSO, Incluso con el
respecto blanco. Dioxano, HCI uso de
HEMA concentradoy | tensoactivos
Diclorometano.
Insoluble en:
Agua,
Cloroformo,
Polvo fino DMSO, Si
G312 NG blanco. Dioxano, HCI En agua
concentrado y
Diclorometano.
Insoluble en:
Agua,
Cloroformo, No
Polvo fino DMSO, Incluso con el
G314 NO blanco. Dioxano, HCI uso de
concentrado y tensoactivos
Diclorometano.

*La composicién de los hidrogeles es: HEMA 25mmol/EGDMA 1.25mmol, AIBN 0.1mmol, sin uso de controlador. Condiciones de
reaccion: atmosfera de CO, supercritico a 70°C y 2500 Ib/pg? de presion durante 16 horas de reaccion.
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Observando los resultados de solubilidad, los hidrogeles no son solubles incluso en
acido clorhidrico concentrado, este dato puede ser considerado para posteriores
formulaciones ya que puede ser la pauta para la formulacibn de una forma

farmacéutica gastrorresistente.

Aunado a lo mencionado anteriormente, de acuerdo a los resultados de solubilidad
indicados en la Tabla 5, los hidrogeles evaluados pueden ser considerados para
formular una forma farmacéutica ya que éstos no son solubles, cualidad que es de
desearse debido a que esto evita la formacion de productos secundarios procedentes

del hidrogel que pueden resultar nocivos para el organismo.

Los hidrogeles estudiados al no forman peliculas, a excepcién del hidrogel G312, y esto
dificulta su estudio fisicoquimico, asi como su posible administracién al organismo, en
caso de que se requiera la formacion de pelicula para fabricar un parche por ejemplo,
se puede considerar la posibilidad de mezclarlo con otros excipientes para favorecer

este inconveniente.
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7.1.1 RMN del Clorhidrato de Ciprofloxacino.

En la Figura 17 se muestra el espectro de RMN-1H obtenido para el farmaco empleado durante este estudio.
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Figura 17. Espectro experimental de RMN-1H de Ciprofloxacino.
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En la Figura 18 se muestra el espectro simulado de RMN obtenido para el Ciprofloxacino.
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Figura 18. Espectro simulado de RMN-1H de Ciprofloxacino.
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Tabla 6. Comparativo de desplazamientos quimicos entre el Ciprofloxacino de
referencia [45] y Ciprofloxacino muestra.

Desplazamiento Desplazamiento
. uimicos para uimicos para
Ntmero de carbono giprofloxar():ino Ciprgfloxacinopmuestra
simulado (ppm) (ppm)
17 7.8 8.45
11 7.02 7.34
8 6.28 7.25
2 3.15 3.50
4 3.15 3.48
18 3.13 3.45
5 2.9 3.42
1 2.88 3.4
20 1.28 1.34
19 1.23 1.29
20 1.21 1.09

Analizando los espectros de RMN-1H para el Ciprofloxacino se observa que alrededor
de 1 ppm se encuentran los CH> del ciclopropano, por 3.5 ppm los 8 protones del anillo
no aromatico con heteroatomos y el -CH del ciclopropano entremetido y no viéndose
claramente (esto es normal), entre 7 ppm y 7.5 ppm el C8 y el C11 se encuentran
debido a que son aromaticos y por encima de 8 ppm el C17, por estar muy cercano a
muchos grupos electronegativos que hacen que aparezca a tan bajo campo.

El -NH y el -OH no aparecen debido a que intercambian su "-H" con el D,0, es decir,

con el deuterio y por ello no se puede apreciar en el espectro de RMN-H.

Observando el comparativo de desplazamientos quimicos de la Tabla 6 entre el
Ciprofloxacino empleado para efectuar este estudio, se comprobé que efectivamente el
compuesto utilizado es Ciprofloxacino debido a que los desplazamientos quimicos
obtenidos para la muestra de Ciprofloxacino corresponden con los valores de

referencia para este farmaco.

57



7.1.2 Caracterizacion por Infrarrojo para Ciprofloxacino.

En las Figuras 19 y 20 se muestran los espectros de FTIR para el Ciprofloxacino experimental y de referencia
respectivamente.
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Figura 19. Espectro FTIR experimental de Clorhidrato de Ciprofloxacino.
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Figura 20. Espectro FTIR de referencia para Ciprofloxacino.

(Mihaela Silion, M. I. (2008). New Hybrid Compounds Containing Intercalated. Revue Roumaine de Chimie, 53(9), 827-831.)
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Tabla 7. Comparativo de picos caracteristicos entre

Ciprofloxacino muestra y Ciprofloxacino de referencia.

el espectro de FTIR de

Banda (cm™)

Grupos funcionales
presentes en el

Ciprofloxacino de

Presencia de grupos
funcionales para el
Ciprofloxacino

experimental con respecto

referencia al Ciprofloxacino de

referencia

3500-3450 Hidroxilo Presente
3000-2950 Ciclos aromaticos Presente
2900 Ciclopropll Presente
1750-1700 -CO del grupo acido Presente
1650-1600 Quinolonas Presente
1450-1400 Carbonilo Presente
1300-1250 Hidroxilo Presente
1050-1000 Flaor Presente

Observando el comparativo de la Tabla 7, entre los grupos funcionales presentes en el

Ciprofloxacino de referencia y el Ciprofloxacino empleado para efectuar este estudio,

se comprobé que efectivamente el compuesto utilizado es Ciprofloxacino debido a que

las bandas presentes en el farmaco empleado corresponden a las bandas

caracteristicas para los grupos funcionales presentes en el Ciprofloxacino de

referencia.
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7.1.3 Caracterizacién por Infrarrojo.

Todos los hidrogeles se caracterizaron por esta técnica, tanto los vacios como los
cargados con Ciprofloxacino, para obtener informacion sobre la composicion y
morfologia de los hidrogeles sintetizados via radicalica viviente en CO, supercritico de
poli (HEMA-co-EGDMA).

Los espectros obtenidos se compararon y analizaron contra los correspondientes a los
mondmeros 2-hidroxi etilmetacrilato o HEMA (Figura 21) y el etilenglicol dimetacrilato
(EGDMA) (Figura 22).

Se realizé un analisis con matematicas espectrales para demostrar si la presencia del
EGDMA a las concentraciones presentes en los hidrogeles modifica significativamente
el espectro de infrarrojo del HEMA.

La asignacion de las bandas de infrarrojo que se muestran en la Tabla 8, se hicieron al
comparar el espectro obtenido, con las tablas de asignacion de grupos funcionales
encontradas en la referencia descrita [35]. Ademas se cotejo cada banda asignada con

la estructura del compuesto analizado.

También se obtuvieron de una base de datos [34] los espectros de los mondémeros.
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Tabla 8. Asignacion de Bandas para los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

Banda (cm™) Grupo funcional
Alrededor de 3420 OH- hidroxilo terminal del HEMA
Alrededor de 2990 CH- de la polimerizacion del HEMA y EGDMA
Alrededor de 2950 CH,- alifatico del HEMA y del EGDMA
Alrededor de 1717 -C=0 carbonilo del HEMA y del EGDMA

-C=CHg, vinilo del HEMA y del EGDMA (para el

monomero y entrecruzante)

Alrededor de 1635

Alrededor de 1450 CH- de la polimerizacion del HEMA y del EGDMA
Alrededor de 1320-1300 -C-O- del éster del HEMA y del EGDMA
Alrededor de 1170 -C-O- del éster carbonilo
Alrededor de 1080-1030 -C-O- del —OH del HEMA
Alrededor de 900-950 -C=CH, del vinilo de HEMA y EGDMA (sin polimerizar)
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Figura 23. Matematica espectral para los hidrogeles HEMA-co-EGDMMA. (Hummel
Polymer Sample Library. Copryright 1988, 2004 Thermo Electron Corporation for
Nicolet FT-IR).

La composicion del EGDMA es del 7% en peso en los hidrogeles sintetizados, y éstos

contienen casi el 93% en peso de HEMA.

Dado que los espectros de los monémeros son casi iguales, se lleva a cabo una
sencilla operacion donde se multiplica el espectro de cada mondmero por su
composicién (espectros azul y negro en la Figura 23), para después sumar estas
fracciones. El espectro resultante “la adicion” (de color rojo) como se ve es casi idéntico

al espectro original del HEMA.

Es asi que tampoco en los espectros obtenidos se vera una diferencia que denote al
EGDMA.

Al analizar los espectros obtenidos de los hidrogeles sintetizados via radicalica viviente

(Figuras 24-27), se encontré que la banda asignada a las dobles ligaduras, mostrada
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en varios espectros como un hombro alrededor de los 1635 cm™, tenia diferente area

en cada caso.

Por ello se calculd la conversidon de las dobles ligaduras totales (HEMA y EGDMA) al
obtener el area de este hombro y establecer un cociente (a manera de estandar
interno) con el area de la banda del grupo carbonilo a 1705 cm™ (que se supone
inalterada por los procesos de polimerizacion).

Para el célculo se parte del cociente de areas del espectro del HEMA.

Para la integracion de ambas &reas de cada banda se establecen los siguientes

parametros:
— Linea base para ambas bandas: 1805-1550 cm™.
— Integracién para carbonilo: 1805-1658 cm™.
— Integracion para vinilo: 1658-1580 cm™.
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Figura 24. Comparacion de espectros FTIR del hidrogel G311 vacio (negro) y el hidrogel G311 cargado de Ciprofloxacino
(rojo).

66



— G312
fffffff G312+Cipro

1.0 4

0.8 -

0.4 -

Absorbancia

0.2 -

0.0

T I T T I T — T T — T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda (cm™)

Figura 25. Comparacion de espectros FTIR del hidrogel G312 vacio (negro) y el hidrogel G312 cargado de Ciprofloxacino
(rojo).
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Figura 26. Comparacion de espectros FTIR del hidrogel G313 vacio (negro) y el hidrogel G313 cargado de Ciprofloxacino
(rojo).
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Figura 27. Comparacion de espectros FTIR del hidrogel G314 vacio (negro) y el hidrogel G314 cargado de Ciprofloxacino
(rojo).
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Figura 28. Comparacion de espectros FTIR de los hidrogeles vacios G311, G312, G313 y G314.
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Tabla 9. Calculo del porcentaje de conversion de grupo vinilo para cada hidrogel en

estudio.
Muestra Intégr;Zda Intégr;?Zda Relg(zig/rg:écr)eas & Cog\_/(e;rsic’)n
C=0 C=C I B
G311 48.662 4.251 0.087357692 64.88%
G312 51.952 6.425 0.123671851 50.28%
G313 53.434 5.890 0.110229442 55.68%
G314 47.482 4.999 0.105282002 57.67%
HEMA 46.718 11.620 0.248726401 0.00%
EGDMA 35.502 5.721 0.161145851 -

Como se puede apreciar en la Tabla 9 y en la Figura 28 el hidrogel que presenta una
mayor conversion de mondémero a polimero es el hidrogel G311 esto puede indicar un
tamafio de poro mas pequefio en comparacion con los otros hidrogeles en estudio, asi
pues el hidrogel que presenta una menor conversion de monémero a polimero es el
G312 lo que puede indicar que el tamafio de poro en éste sea mayor en comparacion

con el resto de hidrogeles estudiados.
El decremento en la intensidad de los espectros obtenidos para los hidrogeles

cargados puede deberse a la disminucion de la concentracion de hidrogel debido a que

contienen al farmaco.
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7.1.4 Caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Para la obtencion de los termogramas de los hidrogeles estudiados se empled el

equipo que se muestra en la Figura 29.

En cada estudio de DSC, se aplicé flujo normal y flujo reverso de temperatura, de tal

forma que se evidenciaron las temperaturas de Tg correspondientes a cada hidrogel.

Se pesaron entre 7 y 10 mg de hidrogel en una charola de aluminio para DSC.

El método es el siguiente:

Se enfria la muestra hasta -40°C.
Se calienta con una rampa modulada a 10°C/min hasta 180°C.
Se enfria la muestra lo méas rapido posible hasta -40°C.

Se calienta con una rampa modulada a 10°C/min hasta 180°C.

Figura 29. Equipo DSC.
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Los resultados que se reportan en la Tabla 10 se obtuvieron de los termogramas
realizados para los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA), (Figuras 30-37), son los de
calor reversible generados durante la segunda rampa de calentamiento, la Tg derivada

del Flujo Total de Calor Reversible y la caida en flujo de calor que ésta representa.
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Figura 30. DSC para el hidrogel G311.
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Sample: G311-CARGADD File: E:..\G311-CARGADOC CIFROFLOXACING.001
Size: T.8000 mg DSC Operator: NAYELI

Method: METODO LARGO Run Date: 17-Apr-1530 11:14

Comment G211-CARGADO CPROFLOXACIND Instrument: 2520 MDEC VZ 6A
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Figura 31. DSC para el hidrogel G311 cargado de Ciprofloxacino.
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Sample: G312 File: E:..\DSC 06-05-20123 WPROCESADOSWGI12

Size: T.4000 mg DSC Operator: ARA
Method: METODO LARGO Run Date: 27-Mar-1550 13:3 1
Comment: G312 HEMA-EG DM A Instrument: 2920 MD5C V2 8A
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Figura 32. DSC para el hidrogel G312.
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Sample: G312-CARGADD Filke: E:..W3312-CARGADO CIPROFLOXACIND.OO1

Size: 10.7000 mg DsC Operator: NAYELI
Method: METO DD LARGOD Run Date: 17-Apr-1530 12:50
Comment: G312-CARGADD CIPROFLOXACIND Instrument: 2920 MDSC V2 .6A
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Figura 33. DSC para el hidrogel G312 cargado de Ciprofloxacino.
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Sample: G313 Fike: E:..\D5C 06-05-2013PROCESADOSWG3I132

Size: T.B00D mg DSC Operator: ARA
Method: METODO LARGO Run Date: 27-Mar-1550 17:28
Comment: G313 HEMA-EG DM A Instrument: 2920 MD5C V2 6A
0.0
— —+-0.1
=
I =
=
— +-0.2 L
™
| a
T
=
1 a
i
— —+-0.3
100.93°C
0.04 56 8W /g T
114 90"C(D
T T T T T T T T T T T T -0.4
50 4] 50 100 50 200
Exo Un Temperﬂture (=|:_} Unversal W4_5A TA Instnuments

Figura 34. DSC para el hidrogel G313.
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Sample: G313-CARGADO File: E:.. W32 12-CARGADO CIPROFLOX ACING

Size: 85000 mg DSC Operator: NAYELI
Method: METODO LARGO Run Date: 1T-Apr-1530 14147
Comment: G313-CARGADDO CIPROFLOXACING Instrument: 2520 MDSC V2.6A
0.0
. -+ 0.1
I =
i =
=
- 1 902 Lo
L
| O
T
=
4 (k]
o
- 104 85°C T-02
Q.04 3TTW &g
115.23"C(I}
129.85°C
T T T T 0.4
-E0 1] 50 i} 50 200
Exo Un Tem Derﬂture f=|:_':, Universal V4. 54 TA Instnumenis

Figura 35. DSC para el hidrogel G313 cargado de Ciprofloxacino.
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Sampl: GEL314 Fie: E:..\DSC 06-05-2013WPROCESADOS\G3 14

Size: T.3000 mg DsC Operator: ALEJANDRA FOZOS
Methed: METODO LARGO Run Date: 20-Mar-20032 18: 55
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Figura 36. DSC para el hidrogel G314.
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Sample: GA14-CARGADD File:E:.. W33 14-CARGADD CIPROFLOXACING

Size: 8.5000 mg DsC Operator: NAYELI
Method: METODO LARGO Run Date: 17-Apr-1530 18:25
Comment: G214-CARGADO CIPROFLOXACING Instrument: 2320 MDEC VZ.6A
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Figura 37. DSC para el hidrogel G314 cargado de Ciprofloxacino.
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Tabla 10. Analisis Calorimétrico para los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

Tg T1/T2/DT Caida
Muestra °C °C Watts/g
HF rev (Tog) HF rev
117.08
G311 133.28 143.46 0.03739
26.38
120.86
G311
133.75 146.52 0.03387
cargado
25.66
94.16
G312 104.53 112.70 0.03859
18.54
95.90
G312
106.40 115.89 0.04097
cargado
19.99
100.93
G313 114.90 126.14 0.04568
25.21
129.88
G313
115.23 104.85 0.04377
cargado
25.03
102.37
G314 116.21 127.33 0.04815
24.96
109.83
G314
118.62 130.55 0.03253
cargado
20.72
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Analizando los datos obtenidos de los graficos de DSC para los hidrogeles estudiados
concentrados en la Tabla 10, se observa que al cargarse los hidrogeles del farmaco
éstos no presentan un cambio significativo en el valor de la Tg, pero si aumenta un
poco. Esto indica que al cargarse el hidrogel de farmaco éste aumenta su rigidez.

Por otro lado, al determinar el diferencial de temperatura (TD), el cual representa la
distribucion de los pesos moleculares que presentan los diferentes hidrogeles
estudiados, se puede apreciar que no hay un cambio acentuado al cargarlos de

farmaco.

La caida detectada en los termogramas obtenidos representa el grado de contraccion
del hidrogel, se puede percibir en los datos que se analizan éste disminuye en la
mayoria de los casos cuando se carga el hidrogel de farmaco, esto es coherente ya
gue la contraccion del farmaco aumenta debido a que éste ocupa los espacios

existentes en el hidrogel.

En resumen al cargar los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) con estructura no
controlada de Ciprofloxacino se incrementa la Tg (aumenta su rigidez), disminuye la
caida en el termograma obtenido, es decir, aumenta la contraccion del hidrogel y en la
mayoria de los casos disminuye DT.
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7.1.5 Caracterizacion por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

Las muestras se analizaron en forma de polvo (sin previa dispersion en ningun

solvente, ni recubrimiento) utilizando un parche de carbono para adherir el polvo.

Se realizd un analisis estadistico utilizando el software Image-Pro Plus para medir la

longitud de las particulas sintetizadas y cargadas con el farmaco.

Las caracteristicas del microscopio empleado se presentan a continuacion.

Microscopio electronico de barrido, modelo jeol 5900-Iv

Voltaje 0.03 a 30 kv Resoluciéon: 5nm en Iv

Platina motorizada en 5 ejes  Sistema de bajo vacio

Sistema de microanalisis eds.

Las micrografias obtenidas para los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) se presentan a

continuacion.
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Hidrogel G311 Hidrogel G312

JSM-5988 5 Shin | JSM-5988

Hidrogel G313 Hidrogel G314

JEM=532868

JSM-5988

Figura 38. Micrografias electronicas de barrido para los hidrogeles no cargados poli
(HEMA-co-EGDMA). Barra =5 (um).

La morfologia que presentan los hidrogeles estudiados mediante Microscopia
Electronica de Barrido (Figura 38) es heterogénea a pesar de que los hidrogeles G311
y G313 son en composicién y en sintesis “iguales” al igual que para los hidrogeles
G312y G314.

Mediante el andlisis estadistico utilizando el software Image-Pro Plus para determinar
el tamafio de las particulas de los hidrogeles se obtuvieron los resultados de la Tabla
11, cabe mencionar que solo se realizod el estudio para los hidrogeles cargados de
Ciprofloxacino G313 y G314 (ver Figura 39) debido a que presentaron las mejores
caracteristicas para ser empleados como plataformas para SLM que se muestran mas

adelante.
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Tabla 11. Tamafio de particula determinado mediante MEB para los hidrogeles poli
(HEMA-co-EGDMA).

Tamario de particula (um)
Hidrogel Promedio Max Min Desvs
G311 1.34 21.46 0.16 2.63
G312 13.63 216.46 1.28 33.26
G313 s/Ciprofloxacino 21.55 69.08 0.64 14.31
G313 c/Ciprofloxacino 23.94 182.70 2.20 34.68
G314 s/Ciprofloxacino 3.17 6.35 1.60 0.71
G314 c/Ciprofloxacino 2.18 6.64 0.51 1.14

Para los hidrogeles G311 y G313, se observa un cambio en la morfologia y tamafio de

la particula, teniendo el mayor tamafio de particula el hidrogel G313. Se observa la

misma tendencia para los hidrogeles G312 y G314.

Este diferencial de tamafio de particulas entre hidrogeles “iguales”, es decir, hidrogeles

con la misma composicion, pudiera deberse a la falta de control en las variables criticas

durante el proceso de sintesis como por ejemplo el control de la velocidad de agitacion

en el reactor.

Hidrogel G313 cargado de Ciprofloxacino

Hidrogel G314 cargado de Ciprofloxacino

Figura 39. Micrografias electronicas de barrido para los hidrogeles cargados poli
(HEMA-co-EGDMA). Barra =10 (um)

86




Para los hidrogeles cargados de Ciprofloxacino (Figura 39) se realizO MEB
pretendiendo hacer un mapeo evidenciando la presencia del Ciprofloxacino en los
hidrogeles. La Unica manera de rastrearlo fue mediante el mapeo del flior presente en
la molécula de Ciprofloxacino; debido a que el fldor representa un 4% de la masa de
Ciprofloxacino y sumando a esto los hidrogeles no cargan suficiente farmaco para
poderlo evidenciar no se logré observar el Ciprofloxacino cargado en los hidrogeles

mediante esta técnica.
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7.2 Estudios de Captacion de agua (IH).

En la Tabla 12 se observa el indice de hinchamiento en agua caracteristico para los

hidrogeles estudiados, este estudio se monitored durante siete dias.

Tabla 12. indice de hinchamiento para los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

indice de Promedio de indice de
hinchamiento hinchamiento.

G311

R1 1.9

R2 2 2

R3 2
G312

R1 3.1

R2 3.1 3

R3 2.8
G313

R1 3.2

R2 3.6 3.4

R3 3.3
G314

R1 4.4

R2 4.4 4.6

R3 5

El indice de hinchamiento que presentan los hidrogeles en estudio puede ser
relacionado con la capacidad de retencién de farmaco, es decir, a mayor indice de
hinchamiento mayor cantidad de Ciprofloxacino adsorbido. El hidrogel que presenta un
mayor indice de hinchamiento es el G314 (ver Tabla 12), esto es consistente ya que es
el hidrogel que adsorbe mayor cantidad de farmaco, por el contrario el hidrogel G312
es uno de los que presenta menor IH y para éste corresponde la menor adsorcion de
Ciprofloxacino. Los polimeros que pueden ser considerados hidrogeles son los

siguientes: G312, G313 y G314, ya que absorben 30% o mas de su peso en agua.
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7.3 Recta de calibrado.

A partir de la Tabla 13 y de la Figura 40 se obtiene la ecuacion para la recta de
calibrado del Clorhidrato de Ciprofloxacino a 276.55 nm.

Ecuacion: Y= 37063X + 0.0013

R?= 0.9993

Tabla 13. Valores de absorbancia registradas en UV correspondientes a cada
concentracion para generar la recta de calibrado de Clorhidrato de Ciprofloxacino.

Concentracién de
Clorhidrato de Absorbancia

Ciprofloxacino (M)
0.000001 0.030
0.000002 0.074
0.000003 0.110
0.000004 0.145
0.000005 0.187
0.000010 0.388
0.000020 0.756
0.000030 1.100

1.2

0.8
0.6 /
0.4 /

0.2 /

0

0 0.000005 0.00001 0.000015 0.00002 0.000025  0.00003  0.000035

Absorbancia

Concentracion (M)

Figura 40. Recta de calibrado de Clorhidrato de Ciprofloxacino.
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7.4 Cinéticas de Adsorcion.

En las Figuras 41-44 se muestran, por triplicado, las cinéticas de adsorcion del

Clorhidrato de Ciprofloxacino para los cuatro hidrogeles estudiados.

—a— R1
0.0225 —e— R2
| —4A—R3
0.0220 % —w— Promedio
0.0215 +
Q |
T
@ 0.0210 ~
g 4
o 0.0205
m -
c
'S 0.0200
[&]
E B
S 0.0195
[0]
[&] 4
8 0.0190
8o
0.0185
0.0180 T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 41. Cinética de adsorcion para el Hidrogel G311.
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9L
e ]
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©
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S
g 0.0200
% ]
8 0.0195
c
5 ]
© 0.0190
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0 5 10 15 20 25
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Figura 42. Cinética de adsorcion para el Hidrogel G312.
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Concentracion Remanente

Concentraciéon Remanente

0.0225

0.0220

0.0215

0.0210

0.0205

0.0200

0.0195

0.0190

0.0185

—m—R1
——R2
—A R3
—w—Promedio

10 15
Tiempo (h)

20

25

Figura 43. Cinética de adsorcion para el Hidrogel G313.

0.0225 ~
0.0220—-
0.0215—-
0.0210—-
0.0205—-
0.0200—-
0.0195—-
0.0190—-
0.0185—-

0.0180

—m— R1
—eo— R2
— A R3
—w— Promedio

T T T
10 15
Tiempo (h)

20

25

Figura 44. Cinética de adsorcion para el hidrogel G314.
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En la Tabla 14 se observa, en forma numérica, los datos representados en las Figuras anteriores.

Tabla 14. Concentraciones remanentes para las cinéticas de adsorcion de hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

Polimero G311 | G312 | G313 | G314
Tiempo (h) Concentracion Remanente (M)

R1

0.0220 0.0220 0.0220 0.0220

0.17 0.0199 0.0215 0.0201 0.0193

1 0.0195 0.0209 0.0196 0.0191

7 0.0191 0.0200 0.0190 0.0191

24 0.0188 0.0194 0.0188 0.0184
Tiempo (h) R2

0 0.0220 0.0220 0.0220 0.0220

0.17 0.0193 0.0204 0.0199 0.0214

1 0.0191 0.0201 0.0196 0.0201

7 0.0187 0.0196 0.0191 0.0195

24 0.0184 0.0186 0.0189 0.0183
Tiempo (h) R3

0 0.0219 0.0219 0.0219 0.0219

0.17 0.0200 0.0204 0.0200 0.0201

0.5 0.0194 0.0201 0.0197 0.0199

3 0.0192 0.0197 0.0193 0.0199

20 0.0189 0.0191 0.0192 0.0193

24 0.0189 0.0186 0.0191 0.0188
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Figura 45. Promedio de Concentracion remanente para los cuatro hidrogeles estudiados.
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Tabla 15. Promedio de concentraciéon remanente tras 24 horas de reaccion en las
cinéticas de adsorcion para los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

Promedio de concentraciéon
Polimero
remanente (M)
G311 0.0187
G312 0.0189
G313 0.0189
G314 0.0185

Observando la Tabla 15 y la Figura 45 se aprecia que el hidrogel que carga mas
cantidad de Ciprofloxacino es el G314 (0.4530 g de Ciprofloxacino/g de hidrogel), en
seguida se encuentra el hidrogel G311 que carga 0.4264 g de Ciprofloxacino/g de
hidrogel, finalmente los hidrogeles que cargan menos cantidad de Ciprofloxacino son
los G312 y G313, 0.3960 g, 0.4022 g de Ciprofloxacino por cada gramo de hidrogel.

Analizando la Figura 45 se puede apreciar que los hidrogeles G311 y G313 llegan al
equilibrio al transcurrir 7 horas indicando que la capacidad de retencién para estos
hidrogeles en una solucién de Ciprofloxacino 0.02 M llega al maximo transcurrido este
periodo de tiempo, debido a que para los hidrogeles G311 y G313 se utiliza Krytox
como dispersante pudiera ser que este se quede en la superficie de los hidrogeles y
esto haga que las interacciones se vean favorecidas (farmaco-hidrogel) o bien que los

huecos en la red del hidrogel se encuentren mas disponibles para el farmaco.

En cambio para los hidrogeles G312 y G314 no se aprecia que lleguen al equilibrio,
esto puede indicar que la presencia del Krytox favorece que el proceso de adsorcién
del farmaco sea mas rapido y debido a que en estos hidrogeles no se emplea Krytox
para su sintesis no se observa que alcancen el equilibrio trascurrido las 24 horas de

estudio, se confirmaria si se sigue el estudio de adsorcion por mas tiempo.

El estudio de adsorcion no se siguié por mas tiempo pues este estudio servira como

comparativo para otro estudio el cual se sigui6é durante 24 horas.
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Las variaciones que se presentan entre cada réplica para la construccion de la cinética
de adsorcion para cada hidrogel estudiado, pueden deberse a que el tamafio de poro o
particula es heterogéneo debido a que en la sintesis de los hidrogeles no se utiliza un
controlador o bien porque no se controlo la agitacion durante el proceso de sintesis, por

ello estas variaciones en la adsorcion del farmaco.
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7.5 Isotermas de Adsorcion.

En las Figuras 46-49 y en la Tabla 16 se muestra los resultados obtenidos para las

isotermas de adsorcion.

—a—R1
—o—R2
0.008 —AR3

—w— Promedio

0.007
0.006—-
0.005—-
0.004—-
0.003—-
0.002—-

0.001

g de Ciprofloxacino/g de Hidrogel

0.000

-0.001

T T T T T T T T T T T
0.0000  0.0001 0.0002  0.0003  0.0004  0.0005
Concentracion (M)

Figura 46. Isotermas de Adsorcion para el hidrogel G311.
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T T T T T T T T T T T
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Figura 47. Isotermas de Adsorcion para el hidrogel G312.
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Figura 48. Isotermas de Adsorcion para el hidrogel G313.
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Figura 49. Isotermas de Adsorcién para el hidrogel G314.
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Tabla 16. Gramos de Ciprofloxacino adsorbidos por gramo de hidrogel.

Concentracién

(M)

g de
Ciprofloxacino
/g de hidrogel

Concentracién

(M)

g de
Ciprofloxacino
/g de hidrogel

Concentracién

(M)

g de
Ciprofloxacino
/g de hidrogel

R1

R2

R3

Hidrogel G311

0.000005 0.000110 0.000005 0.000258 0.000005 0.000217
0.00001 0,00003 0.00001 0.00061 0.00001 0.00068
0.00002 0.00111 0.00002 0.00156 0.00002 0.00167
0.00003 0.00239 0.00003 0.00105 0.00003 0.00226
0.00005 0.00190 0.00005 0.00278 0.00005 0.00273
0.0005 0.0071 0.0005 0.0074 0.0005 0.0055

Hidrogel G312

0.000005 0.000173 0.00001 0.00029 0.00001 0.00018
0.00001 0.00032 0.00002 0.00070 0.00002 0.00042
0.00002 0.00165 0.00003 0.00117 0.00003 0.00117
0.00003 0.00229 0.0005 0.0055 0.00005 0.00306
0.00005 0.00346 - - 0.0005 0.0070
0.0005 0.0047 - - - -

Hidrogel G313

0.000005 0.000065 0.000005 0.000338 0.000005 0.000488
0.00001 0.00052 0.00001 0,00004 0.00001 0.00139
0.00002 0.00143 0.00002 0.00236 0.00002 0.00288
0.00003 0.00303 0.00003 0.00208 0.00003 0.00356
0.00005 0.00472 0.00005 0.00224 0.00005 0.00372
0.0005 0.0077 0.0005 0.00732 0.0005 0.0084

Hidrogel G314

0.00001 0.00020 0.00001 0.00052 0.00002 0.00238
0.00002 0.00200 0.00002 0.00253 0.00003 0.00438
0.00003 0.00397 0.00003 0.00451 0.00005 0.00775
0.00005 0.00820 0.00005 0.00889 0.0005 0.0109
0.0005 0.0197 0.0005 0.0167 - -
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Figura 50. Comparativo entre las Isotermas de adsorcion de Ciprofloxacino obtenidas de hidrogeles poli (HEMA-co-
EGDMA).
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El tipo de isotermas que presentan los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) (ver Figura
50) con estructura no controlada son de tipo | 6 Langmuir, corresponde a una adsorcion
en monocapa. La cantidad adsorbida aumenta con la concentracion de Ciprofloxacino
hasta alcanzar un valor limite correspondiente al recubrimiento de la superficie por una
monocapa, es caracteristica de los sélidos microporosos. Se reconoce por una rapida
subida inicial, en la zona de bajas concentraciones de Ciprofloxacino, debida al llenado
de microporos, y una larga plataforma pseudohorizontal en la zona central de la
isoterma, que refleja la ausencia de adsorcidbn en multicapas sobre la superficie del

solido.

Las variaciones que se presentan entre cada réplica para la construccion de las
isotermas de adsorcion, para los hidrogeles en estudio pueden deberse a que el
tamafio de poro o particula son heterogéneos debido a que en la sintesis del hidrogel

no se utiliza un controlador por ello estas variaciones en la adsorcion del farmaco.

Observando la Figura 50 se aprecia que entre hidrogeles en composicion iguales no se
obtienen isotermas semejantes, esto puede ser provocado porque para la obtencion de
los hidrogeles no se emplea un controlador y esto hace que los poros generados en los

hidrogeles en composicién iguales sean heterogéneos.
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7.6 Cinéticade Liberacion “in vitro”.

En las Figuras 51-54, asi como en la Tabla 17 se muestran los resultados de liberacion

in vitro de Ciprofloxacino desde los hidrogeles.
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Figura 51. Liberacion in vitro para el hidrogel G311 cargado de Ciprofloxacino.
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Figura 52. Liberacion in vitro para el hidrogel G312 cargado de Ciprofloxacino.
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Figura 53. Liberacioén in vitro para el hidrogel G313 cargado de Ciprofloxacino.
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Figura 54. Liberacion in vitro para el hidrogel G314 cargado de Ciprofloxacino.
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Tabla 17. Porcentaje liberado de Ciprofloxacino para los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA).

Liberacién "in vitro" paralos hidrogeles
G311 G312 G313 G314
Tiempo | % liberado de | Tiempo | % liberado de | Tiempo | % liberado de | Tiempo | % liberado de
(h) Ciprofloxacino (h) Ciprofloxacino (h) Ciprofloxacino (h) Ciprofloxacino
R1
0 0 0 0 0 0 0 0
0.6 0.113 0.5 0.545 0.43 0.258 0.8 0.094
1.75 1.490 1.66 3.959 1.6 3.170 2 0.421
2.217 4.448 2.12 5.717 2 4.230 3.2 0.577
2.55 7.735 2.667 7.976 2.5 5.156 23 8.151
23.3 42.108 23 76.386 23 30.723 69.7 14.999
73.3 77.553 117 80.152 48.64 41.203 93.4 16.026
123.6 79.342 123 82.663 119 78.159 124.5 17.102
R2
0 0 0 0 0 0 0 0
0.33 0.289 0.33 0.338 0.33 4.590 0.33 0.824
1.23 1.657 1.23 2.210 1.23 8.864 1.23 1.173
3.52 5.672 2.65 13.056 2.65 9.412 2.65 2.174
26 37.832 3.52 22.955 3.52 10.528 3.52 2.719
48.3 58.924 25.75 69.240 25.75 36.735 25.75 10.248
78.2 73.462 96.5 90.334 96.5 67.959 96.5 15.580
121.6 74.365 123 92.241 123 82.825 123 16.641
R3
0 0 0 0 0 0 0 0
0.55 0.828 0.55 0.596 0.55 2.112 0.55 2.085
1.683 2.288 1.683 3.286 1.683 5.914 1.23 2.903
3 4.369 3 4.749 3 8.202 3 3.623
25.63 48.009 25.63 61.708 25.63 35.790 25.63 12.389
48.64 67.165 48.64 64.852 48.64 47.646 48.64 15.546
70.64 74.553 70.64 72.658 70.64 60.321 70.64 16.763
125.3 83.342 123 80.190 123 87.238 123 17.457
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Figura 55. Liberacion in vitro promedio para los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) cargados de Ciprofloxacino.
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Para la liberacién in vitro se aprecia en la Figura 55 que el hidrogel G314 resulté ser el
Unico que prolonga la liberacién del farmaco por mas tiempo (17.07% de farmaco
liberado) en comparacién con el resto de los hidrogeles estudiados, este hidrogel
puede ser empleado como excipiente para formular una forma farmacéutica de
liberacion modificada de Ciprofloxacino, aunque también puede presentar cierta
desventaja ya que al liberar muy lento el farmaco éste no cumpla con las
concentraciones séricas necesarias para cumplir con la posologia del farmaco, para el
hidrogel G313 (85.03 % de farmaco liberado) tiene una tendencia a seguir liberando el
farmaco a través del tiempo este comportamiento difiere de las graficas obtenidas para

los otros hidrogeles estudiados.

El comportamiento para el hidrogel G313 puede ser favorable para el empleo como
excipiente en la formulacion de una forma farmacéutica de liberacién modificada ya que
no solo prolonga la liberacion sino que lo puede hacer a las concentraciones

necesarias para cumplir la pauta posolégica para el farmaco empleado.

Los hidrogeles G311 y G312 liberan en promedio 79.02 % y 85.03% respectivamente

del farmaco transcurridas 123 horas de liberacion.

Observando que los hidrogeles estudiados requieren un periodo de tiempo mayor a 5
dias para liberar toda su carga de farmaco, esto puede ser util en algunas dolencias
gue necesitan tratamiento con antibidtico por tiempos prolongados, en comparacion
con Ciprofloxacino administrado directamente en el medio el cual se disuelve a razén
de 1 miligramo por segundo que es como se encuentra en FF convencionales para este

farmaco.

Debido a que se busca un sistema que libere el Ciprofloxacino para obtener la pauta
posolégica durante un periodo de 5 a 7 dias se emplearon los polimeros G313 y G314

para el estudio de liberacion in vivo.
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7.7 Cinética de Liberacioén “in vivo”.

En las Tablas 18-19 y la Figura 56 se muestran los resultados de las cinéticas in vivo

obtenidos para el hidrogel G313.

Tabla 18. Concentracion plasmética de Ciprofloxacino registrada de cada corrida para
cada muestra del hidrogel G313.

POLIMERO G313. Cp de Ciprofloxacino (pg/mL)
Muetra M1 M2 M3

Tiempo (dias) Cl C2 C3 C1 C2 Cc3 Cl C2 C3
0.08 0.09 0.09 0.08 0.09 0.08 0.09 0.09 0.08 0.09
0.17 0.07 0.07 0.07 0.06 0.07 0.06 0.09 0.09 0.09
0.3 0.26 0.26 0.27 0.23 0.22 0.23 0.24 0.24 0.24
0.8 0.6 0.6 0.6 0.74 0.74 0.74 0.2 0.2 0.2
1 1.06 1.06 1.07 1.09 1.09 1.09 1.02 1.03 1.02

3 2.1 2.1 2.1 2.9 2.9 2.9 3.1 3.1 3.1
5 0.59 0.59 0.59 0.5 0.5 0.51 0.58 0.58 0.59
6 0.07 0.08 0.07 0.09 0.07 0.08 0.08 0.08 0.08

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 19. Promedio de Concentracion plasmatica de Ciprofloxacino para las tres
corridas de cada muestra correspondiente al implante del hidrogel G313.

Tiempo (dias) Cp (pg/mL) | Cp (ug/mL) | Cp (pg/mL)

M1 M2 M3

0.08 0.09 0.09 0.09
0.17 0.07 0.06 0.09
0.3 0.26 0.23 0.24
0.8 0.60 0.74 0.20
1 1.06 1.09 1.02
3 2.10 2.90 3.10
5 0.59 0.50 0.58
6 0.07 0.08 0.08
7 0.00 0.00 0.00
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Figura 56. Concentracién plasmatica de Ciprofloxacino monitoreada a diferentes tiempos después de la administracion de
implante del hidrogel G313 cargado de Ciprofloxacino.
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En las Tablas 20-21 y la Figura 57 se muestran los resultados de las cinéticas in vivo
obtenidos para el hidrogel G314.

Tabla 20. Concentracion plasmatica de Ciprofloxacino registrada de cada corrida para
cada muestra del hidrogel G314.

POLIMERO G314. Cp de Ciprofloxacino (pg/mL)
Muetra M1 M2 M3
Tiempo (dias) Cl C2 C3 Cl C2 Cc3 Cl C2 C3
0.08 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.17 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.3 0.09 0.1 0.09 0.13 0.12 0.13 0.15 0.15 0.15
0.8 0.4 0.41 0.41 0.68 0.67 0.68 0.31 0.31 0.31
1 1.08 1.08 1.06 1.48 1.48 1.48 0.71 0.71 0.71
3 0.56 0.56 0.56 0.41 0.39 0.41 0.31 0.31 0.31
4 0.07 0.07 0.08 0.08 0.08 0.08 0.06 0.06 0.06
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tabla 21. Promedio de Concentracion plasmatica de Ciprofloxacino para las tres
corridas de cada muestra correspondiente al implante del hidrogel G314.

- . Cp (pug/mL) | Cp (ug/mL) | Cp (ug/mL)
iempo (dias)
M1 M2 M3
0.08 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 0.00 0.00
0.3 0.09 0.13 0.15
0.8 0.41 0.68 0.31
1 1.07 1.48 0.71
3 0.56 0.40 0.31
4 0.07 0.08 0.06
5 0.00 0.00 0.00
6 0.00 0.00 0.00
7 0.00 0.00 0.00
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Figura 57. Concentracion plasmatica de Ciprofloxacino monitoreada a diferentes tiempos después de la administracion de
implante del hidrogel G314 cargado de Ciprofloxacino.
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7.7.1 Calculo de area bajo la curva.

El calculo del area bajo la curva se obtuvo mediante el método trapezoidal, esto para
los dos hidrogeles sometidos a este estudio. Con los datos obtenidos en la Tabla 19 se
calculé el ABC para el hidrogel G313.

Tabla 22. Célculo del ABC para la cinética de liberacion de Ciprofloxacino cargado en

el hidrogel G313.

Tiempo F_>romedio _de Cpde
(dias) Ciprofloxacino de las | (Cpn+Cp(n+1))/2| t(n+1)-tn ABC
tres muestras. (ug/mL)

0.08 0.09 0.081 0.09 0.007
0.17 0.07 0.159 0.13 0.021
0.3 0.24 0.378 0.5 0.189
0.8 0.51 0.786 0.2 0.157
1 1.06 1.879 2 3.759
3 2.70 1.629 2 3.259
5 0.56 0.318 1 0.318
6 0.08 0.039 1 0.039

7 0.00 - - -
- - - ABC 0-t = 7.75

el hidrogel G314.

Con los datos obtenidos en la tabla 21 se calculé el ABC para el hidrogel G314.

Tabla 23. Calculo del ABC para la cinética de liberacién de Ciprofloxacino cargado en

Tiempo I_Dromedio _de Cpde
(dias) tClproroxacmo delas | (Cpn+Cp(n+1))/2 | t(n+1)-tn ABC
res muestras. (ug/mL)

0.08 0.00 0 0.09 0
0.17 0.00 0.062 0.13 0.008
0.3 0.12 0.294 0.5 0.147
0.8 0.46 0.776 0.2 0.155
1 1.09 0.756 2 1.512
3 0.42 0.248 1 0.248
4 0.07 0.036 1 0.036

5 0.00 0 1 0

6 0.00 0.00 1 0
7 0.00 - ABC 0-t = 2.11
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Figura 58. Comparativo de liberacion in vivo entre un hidrogel sintetizado con Krytox (G313) y uno sin Krytox (G314).
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En la literatura se han descrito dos modelos de accion de los antibibticos: aquellos
farmacos cuya eficacia depende de lograr una concentracién elevada en plasma y
tejidos se denominan “concentracion-dependientes” y los farmacos para los cuales es
mas importante su presencia a una concentracion cercana a la minima inhibitoria,
clasificados como “tiempo-dependientes”. Las fluoroquinolonas son dependientes de la

concentracion.

Las relaciones entre el 125 para ABC/CMI y 10 para Cmax/CMI han sido
recomendadas para lograr una alta eficacia de los medicamentos antibidticos

dependientes de la concentracion.

Para evitar cepas resistentes a los antibidticos dependientes de la concentracion la
relacion ABC/CMI debe ser mayor 100 y obtener una Cmax/CMI mayor a 8 [44].

Para averiguar si alguno de los hidrogeles sometidos al estudio biolégico cumple con

una ABC/CMI > 125 y una Cmax/CMI mayor a 8, se realiz6 el siguiente calculo:

El ABC obtenido experimentalmente (ver Tabla 22) para el hidrogel G313 es de 7.75,

tomando en cuenta que la CMI para Escherichia coli es 0.06 ug/mL [43] se obtiene:
ABCg313/CMI = 7.75/0.06 = 129.17.

Cmaxg313/CMI = 2.7/0.06 = 45.

Realizando el mismo calculo anterior se obtiene para el hidrogel G314 (Ver Tabla 23):
ABCg314/CMI =2.11/0.06 = 35.17.

Cmaxgs14/CMI = 1.09/0.06 = 18.17.

Observando los resultados anteriormente obtenidos, el hidrogel que satisface con un
ABC/CMI > 125 y un Cmax/CMI > 8 es el hidrogel G313 (ver Figura 58), al cumplir con
estos cocientes, ya establecidos para las fluoroquinolonas dependientes de la
concentracion, ademas de conseguir la pauta posolégica deseada, evita la generacion

de cepas resistentes al antibiético.
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7.8 Estudios de Toxicidad.

7.8.1 Evaluacion de la funcion hepaticay renal.

En la Tabla 24 se muestran los resultados numéricos obtenidos de los analitos
estudiados en suero tras la evaluacion de la funcion renal y hepaticas después de 21
dias de la administracion de los implantes de los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA)

cargados de Ciprofloxacino en ratas.

Tabla 24. Evaluacién de la funcién hepatica y renal en suero de rata tras 21 dias de la
administracion del implante.

Identificacion Unidades | Promedio Control | DE Control | Promedio G313 | Promedio G314 [ Promedio Krytox
Glucosa mmol/L 8.6 0.6 8.9 9.1 8.7
Urea mmol/L 9.4 0.9 10.3 8.6 9.1
Creatinina pmmol /L 53 4 54 56 57
Colesterol mmol/L 0.95 0.08 0.95 1.00 0.98
Albumina g/L 37 1 36 36 36
B. Total mmol/L 8.6 1.3 8.2 9.0 9.5
B. Conjugada mmol/L 5.7 1.1 5.5 5.8 5.9
B. no Conjugada mmol/L 3 0.4 3 3 3
ALT u/L 107 20 106 89 88
AST u/L 107 61 150 89 73
FA u/L 658 203 640 762 472
Calcio mmol/L 2.61 0.06 2.60 2.58 2.70
Fésforo mmol/L 3.3 0.2 3.4 3.4 3.3
Sodio mmol/L 144 1 143 144 144
Potasio mmol/L 43 0.3 43 4.4 4.3
Cloro mmol/L 99 2 99 98 99
Bicarbonato mmol/L 30 3 32 28 27
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Figura 59. Comparativo de la funcién renal y hepatica entre el grupo control y los
grupos implantados con los hidrogeles G313, G314 y Krytox.

Se sometio al estudio de toxicidad el hidrogel G313 el cual no contiene Krytox en su
composicién, el hidrogel G314 que contiene Krytox en su composicién e implantes
conteniendo solamente Krytox en una cantidad proporcional a la que contiene el
hidrogel G314 esto con la finalidad de comparar si ocasionaban toxicidad alguno de sus
componentes, es decir, el hidrogel sélo poli (HEMA-co-EGDMA), el hidrogel con Krytox
(HEMA-co-EGDMA-Krytox) o bien sélo el Krytox.

Revisando los datos de la tabla 24 se puede observar que de acuerdo a los valores
promedio obtenidos para cada uno de los analitos determinados para evaluar la funcion
renal y hepatica normal en ratas del grupo control, la funcién hepatica y renal no se ve
afectada tras 21 dias de haber administrado los implantes conteniendo el hidrogel
G313, G314 y los implantes conteniendo solamente Krytox, debido a que los valores
promedio obtenidos para cada grupo de estudio se encuentra dentro de los valores

normales obtenidos en el grupo control (ver Figura 59).
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Asi mismo, se puede concluir que los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) obtenidos
con o sin Krytox (a una concentracion del 5% peso respecto HEMA) no ocasionan
toxicidad renal ni hepética tras 21 dias de la administracién subcutanea.
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7.8.2 Analisis Histopatoldgico: Rifion, Higado y Piel.

Analizando las 9 muestras de tejido para cada grupo sometido a estudio (G313, G314,
Krytox) y 5 muestras pertenecientes al grupo control, correspondientes a los 7, 14, 21
dias tras la administracion del respectivo implante se obtienen los siguientes resultados

para todos los grupos analizados con respecto al grupo control:
7.8.2.1 Higado.

En el parénquima y alrededor de algunos conductos biliares, se aprecian discretos
agregados de células inflamatorias compuestas principalmente por linfocitos y células
plasmaticas. Los vasos sanguineos estan distendidos por abundantes eritrocitos

(congestion).

Los cambios histomorfolégicos observados en el higado (ver Figura 60) son discretos e
inespecificos, ademas, se encontraron en practicamente todos los tejidos remitidos
incluso en los controles, por lo que no pueden ser atribuidos a ninguno de los

tratamientos aplicados.
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Control G313

Figura 60. Micrografias de cortes de higado para los grupos sometidos al estudio de
toxicidad.
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7.8.2.2 Piel

Las alteraciones en el tejido subcutaneo (ver Figura 61), en el sitio de aplicacion del
implante, en todos los casos se relaciona con la irritacion inducida por la aplicacion de

los diferentes implantes y no por el material que conforman éstos.

G313 G314

Figura 61. Micrografias de cortes de piel para los grupos sometidos al estudio de
toxicidad.

Figura 62. Vista de la zona de aplicacion para el implante de Krytox.
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7.8.2.3 Rifon.

Se revisaron también cortes histolégicos de rifidn, en los que no se encontraron
alteraciones histomorfoldgicas, Figura 63.

Control G313

h® ufe

Figura 63. Micrografias de cortes de rifidn para los grupos sometidos al estudio de
toxicidad.
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9)

8. CONCLUSIONES

Los hidrogeles G311, G313 y G312, G314 son diferentes entre si a pesar de que
Su composicion es la misma respectivamente.

Aunado a que se sometieron a molienda como tratamiento previo a los
hidrogeles estudiados, se determinaron tamafios de particula distintos mediante
la técnica de MEB tal vez ocasionado porque no se emplea un controlador en la
sintesis esto ocasiona variaciones en los resultados obtenidos.

El hidrogel G314 adsorbe 0.4530 g de Ciprofloxacino por cada gramo de
hidrogel, mientras que los demas hidrogeles presentan una adsorcion promedio
de 0.0.4022 g, 0.3969 g, 0.4264 g de Clorhidrato de Ciprofloxacino por cada
gramo de hidrogel G313, G312 y G311, respectivamente.

La presencia del Krytox en los hidrogeles G311 y G313 favorece la interaccion
entre el farmaco y el hidrogel, por ello en la cinética de adsorcidon alcanza el
equilibrio en menor tiempo en comparacion con los hidrogeles que no contienen
Krytox.

El tipo de isoterma que presentan los hidrogeles es de tipo | o Langmuir, la
cantidad adsorbida aumenta con la concentracién de Ciprofloxacino hasta
alcanzar un valor limite correspondiente al recubrimiento de la superficie por una
monocapa, que es caracteristica de los sélidos microporosos.

El hidrogel G313 presentd las caracteristicas deseadas para ser empleado como
un SLM para Clorhidrato de Ciprofloxacino ya que cumplié con los parametros
farmacocinéticos de una ABC/CMI>125 y una Cmax/CMI> 8 establecidos para
las fluoroquinolonas en la liberacion in vivo.

Los hidrogeles poli (HEMA-co-EGDMA) obtenidos con o sin Krytox (a una
concentracion del 5% peso respecto HEMA) no ocasiona toxicidad tras 21 dias

de la administracion subcutanea.
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9. PERSPECTIVAS

Establecer los pardmetros criticos que afectan la sintesis de los hidrogeles por
ejemplo la velocidad de agitacion y controlarlos.

Validar el método de obtencion (sintesis) de los hidrogeles.

Realizar el estudio de liberacion in vitro a diferentes pH.

Realizar el estudio de liberacion in vitro a pH y temperatura biologicos para
poder hacer el comparativo in vivo-in vitro.

Elaborar el estudio de toxicidad a largo plazo en el caso de que el hidrogel G313
se empleara para formulaciones veterinarias subcutaneas.

Desarrollar formulas y FF factibles con el hidrogel G313 para la administracion

humana, y que cumpla con la pauta posoldgica deseada.
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10.ANEXO 1.

Condiciones de alojamiento de los animales de laboratorio empleados para la

realizacion del estudio de liberacion in vivo y toxicidad objetivos de esta tesis.

Facuruiap DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

UNiDAD DE CONSTATACION DE PRODUCTOS
QuizMICO-BIOLSGICOS Y BIOTERIO

VNIVER4DAD NACICNAL
ATENMA DE
MERICO

Dra. Maria Josefa Bernad
Departamento de Farmacia
Facultad de Quimica = UNAM
PRESENTE.

Estimada Dra. Bernad:

Por este medio le informo acerca de las condiciones de alojamiento de las ratas usadas en la tesis
“Cinética de liberacién y caracterizacion de hidrogeles poli-HEMA-coEGDMA con estructura no
controlada cargados de ciprofloxacina” de la alumna Nayeli Gomez Lépez con nimero de cuenta
305036720 que se llevd a cabo en las instalaciones de la Unidad de Constatacién de Productos
Quimico-Bioldgicos y Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

Los animales usados fueron de raza Wistar reproducidos en la UCPQByB, se emplearon 33 machos
con un rango de peso de 250 a 400 g de peso.

Las instalaciones del bioterio cumplen con los requerimientos de la NOM-062-Z0O0-1999
“Especificaciones técnicas para la produccién, y uso de los animales de laboratorio”; para
roedores.

Las condiciones ambientales fueron temperatura en rango de 18 a 26 ° Centigrados, Humedad
Relativa del 40 — 70%, con 12 horas de luz y 12 de oscuridad controladas electrénicamente,
recambios de aire de 20 a 40 por hora.

Los animales se alojaron en cajas de policarbonato con tapas de acero inoxidable. El agua de
bebida fue potable y se administrd ad libitum. El alimento de la marca “Rodent Laboratory Chow

5001”. Los cambios de material de cama se realizaron los dias lunes, miércoles y viernes.

Sin mas por el momento, me despido con un cordial saludo.

Atentamente

/(.

MVZ Julio César Sanchez Lemus
Jefe de la UCPQBYB

Ciudad Unversitaria, Coyoacdn, CP 04510, México, DF
FMVZ, Edificwo 16, tel /fax 5622-5947
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11.ANEXO 2.

Informacion nutrimental de alimento para los animales de laboratorio empleados
para la realizacion de éste estudio.

Rodent Laboratory Chow. CONTENIDO NETO 22.68 Kg
AUTORIZACIO SAGARPA A-0207-171

USO VETERINARIO

5001

Analisis Garantizado.
Humedad: 12.0% MAX.
Proteina: 23.0% MIN.
Grasa: 4.5% MIN.
Fibra: 6.0% MAX.
Cenizas: 8.0% MAX.

Ingredientes.

Maiz molido, harina de soya descascarillada, pulpa de remolacha deshidratada,
harina de pescado, avena molida, levadura de cerveza deshidratada, melaza de
cafia, harina de alfafa deshidratada, suero de leche deshidratado, germen de trigo,
grasa animal porcina preservada con BHA, harina de carne de cerdo, salvado de
trigo, sal, carbonato de calcio, DL-metionina, cloruro de colina, suplemento de
vitamina D3, acido félico, suplemento de vitamina A, dimetilpirimidinol bisulfito de
menadiona (vitamina K), hidrocloruro de piridoxina (vitamina BG6), Dbiotina,
mononitrato de tiamina, suplemento de niacina, pantoteonato de calcio, suplemento
de vitamina E, suplemento de vitamina B12, suplemento de riboflavina, sulfato
ferroso, 6xido manganoso, Oxido de zinc, carbonato ferroso, sulfato de cobre,
sulfato de zinc, iodato de calcio, carbonato de cobalto.

Indicaciones.
Alimento balanceado para ratas, ratones y hamster. Suministrar a libre acceso a
ratas, ratones y hasmter. De igual forma se debera proveer agua limpia y fresca.

Recomendaciones.

Mantener el producto en un lugar seco Yy fresco, lejos del alcance de los insectos y
otros roedore.

No ofrezca el producto si se enlama, cambia de apariencia o color.

Prohibido su uso en alimentacion de rumientes.

Elaborado por:

PMI Nutrition International L.L.C
PO Box 19798

Brentwood, MO 63144, USA
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