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RESUMEN

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos utilizan técnicas innovadoras para tratar
enfermedades cronicas (como la diabetes). Al utilizar las mejores caracteristicas de los
farmacos disponibles, y mejorando propiedades fisicoquimicas y farmacéuticas, los
sistemas de liberacién controlada proveen nuevas formas de alcanzar el sitio de accién con
mayor eficacia y seguridad al mismo tiempo que disminuyen los problemas relacionados
con la medicacioén. Los conjugados polimero-farmaco son materiales con un gran potencial
para ser usados en el campo de la liberacion controlada de farmacos ya que poseen un
amplio abanico de posibilidades de modificacién y pueden ser activados por mdltiples
mecanismos Yy factores. En esta tesis se presentan un conjugado poliuretano-urea con
metformina (Met) sintetizado mediante el método del prepolimero donde el segmento rigido
esta compuesto de HMDI-Met y el segmento flexible compuesto de PCL o Pluronic F127.
La dosificacién del farmaco antidiabético se realizé variando el contenido de segmentos
rigidos a base de HMDI-Met (20%, 30%, 40% y 50%) y la biodegradacién se estudié a
través de segmentos flexibles a base de PCL diol o Pluronic F127. Los resultados obtenidos
muestran la inclusion de metformina en la cadena polimérica del poliuretano con formacion
de enlaces urea en los dos sistemas ensayados (PCL y Pluronic F127) los cuales fueron
confirmados por RMN, XPS y DRX. Al aumentar la proporcion de segmento rigido se
encontré una disminucion de la cristalinidad de los materiales, inherente al segmento
flexible (PCL y POE, POP) la cual disminuy6 hasta obtener materiales amorfos (SR=50%).
Por otro lado, los materiales sintetizados tuvieron poco efecto en el crecimiento de células
mesenquimales de pulpa dental, siendo incluso menor este efecto en el caso de los
materiales sintetizados con PCL como segmento flexible. La citotoxicidad fue menor en los
materiales sintetizados con PCL como el segmento flexible. En la liberacion se alcanzaron
concentraciones cercanas a 45 pg/mL desde los primero 5 minutos, con liberacion
sostenida por hasta 7 dias. Los conjugados PCL-metformina y Pluronic-metformina
mostraron caracteristicas adecuadas para ser utilizadas como sistemas de liberacion de
farmacos, donde los perfiles de liberacién y las propiedades mecanicas pueden ser

moduladas para cumplir los requisitos que los pacientes pudieran necesitar.
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ABSTRACT

The controlled drug delivery systems (DDS) use novel techniques for the treatment of long-
term medical conditions (such as diabetes). By using the drugs best characteristic, DDS can
improve their physicochemical and pharmaceutical properties, and thus provide new paths
to reach the action site, securely and efficiently, while minimizing drug-related problems. For
their wide range of modification and activation via multiple mechanisms, polymer-drug
conjugates have the potential to be successfully used in DDS. This thesis is aimed to
evaluate the potential use of polyurethane-urea based polymer-drug conjugates as DDS.
The objectives were to investigate the inclusion of metformin at different concentrations, its
interactions with biological systems, as well as its performance in in vitro models. The drug-
polymer conjugated polymers were synthesized by using the pre-polymerization method
where HMDI and metformin were used as the rigid segment with either PCL or Pluronic
F127 as the soft segment. The amount of loaded metformin was varied as the content of
rigid segments (RS) changed between 20%, 30%, 40% and 50%. The results showed the
inclusion of metformin in polyurethane polymeric main chain with urea bonds formation in
both systems confirmed by NMR, XPS and XRD. By increasing the proportion of rigid
segments, a reduction in PCL or Pluronic F127 crystallinity was found until the polymer
become amorphous (RS=50%). On the other hand, all synthesized materials had minimal
effect on dental pulp mesenchymal stem cell growth compared with the positive control.
Cytotoxicity was lower in materials synthesized with PCL as the soft segment. 45 ug/mL of
metformin was released within the first 5 min. with a controlled release measured for up to
7 days. The PCL-Metformin and Pluronic-Metformin conjugates showed adequate
characteristics to be used as DDS, where the release profile and physicochemical properties

could be tuned to the patients’ specific requirements.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una afeccion grave y de largo desarrollo que ocurre cuando los
niveles de glucosa en la sangre estan por encima de concentraciones saludables. Esta
enfermedad ha ido tomado importancia en todo el mundo debido al rapido aumento de
incidencia en toda la poblacién [1] y a los efectos en la salud que ha tenido. México es uno
de los paises con mayor ocurrencia de esta enfermedad comparado con el resto de los
paises del mundo, debido al crecimiento acelerado en el nimero de casos diagnosticados
desde 1995, donde ocupaba el noveno lugar en el mundo. Con este crecimiento se espera
que para el afio 2030 México tenga casi 12 millones de pacientes diagnosticados con
diabetes [2]. Esta enfermedad ya no estd asociada con el nivel socio-econémico [1] o
cultural, y actualmente, las autoridades sanitarias consideran que cuenta con las
caracteristicas de una pandemia debido a la distribucién mundial. Es importante mencionar
que la diabetes forma parte del grupo de Enfermedades No Transmisibles (ENT) entre las
cuales se encuentran enfermedades como la hipertension arterial (HTA), la obesidad y el

cancer, las cuales comparten varios factores de riesgo [3].

En el mundo actualmente son casi 500 millones de habitantes que viven con algun tipo de
diabetes [4], distribuidos principalmente entre los paises de ingresos bajos y medios, con
casi el 80% de los enfermos diagnosticados [5]. Esta enfermedad también estéa relacionada
con el rapido crecimiento de las ciudades, a las dietas poco saludables y al estilo de vida,
donde cada vez un mayor numero de empleos implican mayor sedentarismo y estrés
laboral, dando como resultado una elevada cantidad de personas con sobrepeso u
obesidad, diabetes, hipertensiéon y dislipidemia, todo ocurriendo al mismo tiempo [6].
Debido a las caracteristicas de cronicidad de la diabetes, los costos y las complicaciones
relacionadas a la enfermedad aumentan con el tiempo, alcanzando incluso hasta el 12%
del total del gasto en salud [7]. Se calcula que para el afio 2045, 693 millones de habitantes

tendran algun tipo de diabetes [8].

Por otro lado, la efectividad de las terapias farmacoldgicas son afectadas negativamente
por la falta de adherencia al tratamiento, a la obstinacién al cambio de habitos alimenticios
o la presencia de eventos adversos relacionados con los farmacos empleados [9]. La
mayoria de tratamientos médicos utilizan farmacos de bajo peso molecular a veces con

baja solubilidad y/o ventana terapéutica estrecha [10]. Estas caracteristicas limitan su



aplicacion y orientan la busqueda hacia nuevos blancos terapéuticos o la sintesis de nuevas
moléculas con mejores propiedades fisicoquimicas y menos efectos secundarios no

deseados o reacciones adversas a los medicamentos.

Por otro lado, materiales nuevos con caracteristicas fisicoquimicas y farmacolégicas méas
adecuadas para ser usados como vehiculos de transporte y liberacion al mismo tiempo que
actlan como agentes terapéuticos son una propuesta que ha tenido mucho interés tanto
por la comunidad cientifica como por la industria farmacéutica. El objetivo principal de un
sistema de entrega y liberacion de farmacos es optimizar la precision en la cantidad de
farmaco que llega al sitio correcto, en el momento adecuado y durante el tiempo necesario

para ejercer su efecto terapéutico, dentro de un marco de seguridad y eficacia.

El desarrollo de nuevos materiales poliméricos biodegradables es un area en constante
crecimiento e innovacion ya sea por su utilidad en los sistemas de liberacién de farmacos,
aplicaciones en ingenieria de tejidos o sensores biomédicos [11]. Desde los afos 40’s, el
uso de materiales poliméricos como el poli(metilmetacrilato) (PMMA), poli(etilentereftalato)
(PET) y poli(cloruro de vinilo) (PVC), estaban limitados a las técnicas y reactivos empleados
para la sintesis de estos materiales, pero en la actualidad, un mayor nimero de materiales
se han sumado con nuevas aplicaciones, desde huesos artificiales, valvulas de corazén,
implantes de cadera, lentes artificiales, implantes vasculares o piel. Estos materiales ain
tienen areas de oportunidad para mejorar y optimizar sus propiedades fisicoquimicas y el

desempenio in vivo.

Entre estos nuevos materiales se destacan los poliuretanos (PUs), los cuales constituyen
una alternativa atractiva gracias a su biocompatibilidad y gran capacidad de modificacién
estructural (optimizacién), lo cual permite obtener caracteristicas especificas y propiedades

terapéuticas.

Con base en lo anterior, en este trabajo se propuso la sintesis de un nuevo tipo de PU
biodegradable que incorpore un principio farmacéuticamente activo: metformina en su
estructura principal, cumpliendo la funcion como extensor de cadena. Este farmaco es el
mas utilizado para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (No Insulino-dependiente) [12], y se
espera que el conjugado polimero-farmaco posea caracteristicas de biocompatibilidad
adecuadas para aplicaciones de bioingenieria. La biodegradaciéon de este polimero

permitira liberar el principio activo para que efectle su efecto terapéutico en el organismo.



Adicionalmente, al tratarse de nuevos polimeros se determinaron sus propiedades

fisicoquimicas, citotoxicas y se evalud el perfil de liberacion.

Esta tesis se encuentra estructurada con la presente Introduccién, Hipotesis, Objetivos
y tres capitulos. El CAPITULO 1 contiene los Antecedentes sobre la diabetes, su
definicion y el tratamiento farmacolégico. Plantea los beneficios y desventajas de los
materiales usados actualmente para la conjugacién con farmacos, los requerimientos y el
potencial de los poliuretanos para su uso en sistemas de transporte y liberacion de
farmacos, asi como las diferentes aproximaciones para el mejoramiento de éstos. El
CAPITULO 1 también, comprende una descripciéon de los componentes empleados en la
sintesis de poliuretanos, siendo la poli g-caprolactona diol y Pluronic F-127 ® los
elementos formadores del segmento flexible, y la metformina y el HMDI los que forman el
segmento rigido (SR). Esta combinacion de segmentos, flexibles y rigidos es un elemento
que caracteriza a los poliuretanos. EI CAPITULO 2 comprende la metodologia empleada
en la sintesis y caracterizaciéon fisicoquimica de poli(uretano-ureas) (PUUS) a base de
Pluronic F-127 y metformina, las degradaciones llevadas a cabo y la evaluacion biol6gica.
En el CAPITULO 2 presenta la sintesis y los hallazgos obtenidos en relacién con la serie
de PUUS sintetizados con Pluronic F127 ®, se discute el efecto del contenido del segmento
rigido, el impacto en las propiedades fisicoquimicas y superficiales ante diferentes agentes
degradantes, para finalmente determinar el desempefio biolégico de cada PUUS. El
CAPITULO 3 presenta la sintesis y los hallazgos obtenidos en relacién con la serie de
PUUS sintetizados con PCL, se discute el efecto del contenido del segmento rigido, el
impacto en las propiedades fisicoquimicas y superficiales ante diferentes agentes
degradantes, para finalmente determinar el desempefio biolégico de cada PUUS. Al final se

presentan las CONCLUSIONES alcanzadas y las sugerencias para trabajos futuros.



HIPOTESIS

El compuesto 1,1-dimetilbiguanida (metformina) puede incorporarse a un poli (uretano-
urea) segmentado a través de su reaccion con HMDI y Poli e-caprolactona diol/Pluronic F-
127® presentando propiedades fisicoquimicas adecuadas, una degradacién controlada y
biocompatibilidad para su uso en aplicaciones biomédicas, ingenieria de tejidos y transporte
de farmacos.



OBJETIVO GENERAL

Obtener poli(uretano ureas) segmentados (PUUS) biodegradables con 1,1-di-metil-

biguanida (metformina) como extensor de cadena para su uso potencial en la sintesis de

conjugados polimero-farmaco antidiabéticos para aplicaciones biomédicas, asi como

discutir su posible uso en ingenieria de tejidos.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

OBJETIVOS PARTICULARES

Sintetizar poli(uretano ureas) segmentados biodegradables a partir de copolimeros de 6xido
de etileno-6xido de propileno (Pluronic F127), 4,4-metilen-bis-ciclohexil diisocianato (HMDI)
y 1,1-di-metil-biguanida (metformina) como extensor de cadena, variando el porcentaje de
segmento rigido (SR) en 20 %, 30 %, 40 % y 50%.

Sintetizar poli(uretano ureas) segmentados biodegradables a partir de poli e-caprolactona
diol (PCL diol), 4,4-metilen-bis-ciclohexil diisocianato (HMDI) y 1,1-di-metil-biguanida
(metformina) como extensor de cadena, variando el porcentaje de segmento rigido (SR) en
20 %, 30 %, 40 % y 50 %.

Caracterizar  fisicoquimicamente los polimeros obtenidos mediante técnicas
espectroscopicas (IR, Raman, RMN, XPS, XRD), y térmicas (TGA, DMA, DSC).

Estudiar la degradacion in vitro de los PUUS bajo condiciones controladas usando bufer de
fosfato salino (PBS) y bajo condiciones aceleradas usando agentes hidroliticos y oxidativos.
Evaluar la citotoxicidad de extractos de PUUS con cultivos celulares.

Estudiar la liberacion de metformina in vitro de los PUUS en condiciones fisioldgicas usando
buffer de fosfato salino (PBS).



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 La diabetes

1.1.1 Definicién de la diabetes

La organizacion mundial de la Salud (OMS) define la diabetes como un sindrome

metabdlico que estad caracterizado por presentar hiperglucemia cronica producida por

cualquier condiciébn que causa una accion deficiente de la insulina o su secrecién. La

prediabetes es un estado caracterizado por presentar anormalidades metabdlicas que

incrementan el riesgo de desarrollar diabetes y sus complicaciones [13].

La diabetes es un padecimiento que ha formado parte de la historia de la humanidad desde

hace mas de 3500 afios [14]. En México, en el afio 1922 ya habian sido reportadas 368

muertes atribuibles a la diabetes [15], en 2017 esta cifra se elevé a 106’190 muertes [16],

actualmente ocupa el segundo lugar en las principales causas de muerte en México (Tabla

1.1).

Tabla 1.1 Principales causas de defuncién en el afio 2017 en México.
Principales causas de defuncion

Enfermedades del corazén

Diabetes mellitus

Tumores malignos

Enfermedades del Higado

Enfermedad cerebrovascular

Accidentes

Agresiones (homicidios)

Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas (EPOC)
Neumonia e influenza

Insuficiencia renal

Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal
Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosémicas
Desnutricion y otras deficiencias nutricionales

Lesiones autoinfligidas intencionalmente (suicidios)
Bronquitis crénica, enfisema y asma

Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana

Total (Habitantes)
140,377
106,191
86,813
38,368
35,067
34 960
29793
22 886
21 563
13091
12 877

9 200
7112
6 469
4 954
4676



Enfermedades infecciosas intestinales 3605

Anemias 3408
Sepsis 2744
Ulceras gastrica y duodenal 2692
Mal definidas 9 750
Las demés causas 100 252
Total Nacional México 693 848

Si comparamos las personas sanas con las que tienen diabetes, tener esta enfermedad
incrementa casi al doble el riesgo de mortalidad, esto incluye a personas que viven en
paises desarrollados [17]. La Federacién Internacional de Diabetes (FID) ha estimado que
en 2017 por lo menos 5 millones de muertes entre individuos de 20 a 99 afios se debi6 a la
diabetes, representando casi el 10% de las causas de muerte en este grupo [7] de
Enfermedades No Transmisibles (ENT). Obtener datos precisos sobre la prevalencia de la
diabetes ha sido un gran reto para los gobiernos de los paises en donde esta enfermedad
se ha distribuido hasta dimensiones exageradas, incrementando su prevalencia de 4.3% en
1980 a 9.0% en hombres y de 5.0% a 7.9% en mujeres en el 2017 [18], un incremento del
namero de adultos con diabetes de 108 millones en 1980 a 422 millones en 2017. Para el
2017 se esperaba un nimero de personas con diabetes de 451 millones y por lo menos
21.3 millones de nacimientos afectados por algun tipo de hiperglucemia durante el

embarazo [18].

1.2 Costo econdmico de la diabetes

A nivel mundial, se estima que el gasto de los gobiernos en esta enfermedad es de
alrededor de $1.31 trillones de ddlares ($1'310°000°000°000°000°000.00), casi el 2% del
producto interno bruto (PIB) mundial de 2015 [19]. Por otro lado, en el afio 2014, se estimo
que el nimero individuos con diabetes en China, India y Estados Unidos de Norteamérica
seria de 189.4 millones, aproximadamente el 45% de la poblacion mundial con esta
enfermedad. Esto nos da una idea del gran reto que tienen los gobiernos para establecer
programas de prevencion y educacion sobre la diabetes y sus consecuencias y para
México, entender que la situacion requiere de la participacion de todos los sectores para

encontrar una solucion definitiva a esta pandemia.



Para complicar el escenario de la diabetes, cada vez mas nifios y adolescentes son
diagnosticados con diabetes [20]. Tener diabetes desde la juventud eleva 2.1 veces el
riesgo de desarrollar complicaciones médicas a edades tempranas como hipertension
arterial (HTA), hipercolesterolemia, obesidad, retinopatia, nefropatia, neuropatia y
enfermedades del corazdn, lo cual conlleva una reduccién de la esperanza de vida de por
lo menos 15 afios [21]. Con anterioridad se consideraba que los factores predominantes
para la aparicion de la diabetes eran sélo genéticos y ambientales y su interaccion, los

cuales conducian a estados inflamatorios, autoinmunidad y estrés metabdlico.
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Figura 1.1 Factores de riesgo genéticos y ambientales que producen inflamacién,
autoinmunidad y estrés metabdlico. Estos estados afectan las células beta o su funcién
produciendo niveles de insulina insuficientes para satisfacer los requisitos de las células,
provocando hiperglucemia. Este modelo implica la destruccion o mal funcionamiento de las
células beta del pancreas como el principal mecanismo para la aparicion de diabetes [4].

A pesar del peso genético en cada tipo de diabetes, el incremento de la prevalencia de esta
enfermedad supero la variabilidad genética, lo cual indica que los factores ambientales son

de mayor relevancia en el desarrollo de la diabetes [22]. Segun David J. P. Baker y



colaboradores, [23], [24], estos factores ambientales tienen un mayor efecto en el desarrollo
de la diabetes si se presentan en las etapas tempranas de la vida y en personas con bajo
peso al nacer y/o durante su infancia, ya que seran mas propensas a desarrollar
enfermedades cardiovasculares, intolerancia a la glucosa, disfuncion de células beta
pancreaticas y diabetes. Esto puede explicarse de la siguiente manera: cuando las células
beta pancreéaticas se estdn desarrollando y no tienen las condiciones nutricionales
adecuadas, son mas susceptibles y se produce un desarrollo deficiente, lo que conlleva a
un fallo temprano en su funcion de secrecion de insulina. Por otro lado, el sobrepeso y la
obesidad desde la infancia incrementan la demanda periférica de insulina, la cual puede
generar un mayor estrés en las células beta y volverlas més vulnerables a un ataque

autoinmune, lo cual puede conducir al desarrollo de diabetes tipo 1 [23].

El panorama sobre la diabetes es incluso peor cuando se relacionan las condiciones
econdmicas y sociales con la aparicion de esta enfermedad. Las enfermedades no pueden
tratarse como si fueran diferentes entidades que estan separadas del contexto social. Este
contexto social hace hincapié en los indicadores econémicos, sociales, ambientales y de
estilo de vida, donde podemos remarcar la incertidumbre alimentaria, la cual se caracteriza
por carecer de alimentos con suficiente calidad® (nota al pie), estos estan poco disponibles,
0 una gran oferta de alimentos baratos con una altisima cantidad de calorias, pero
deficientes en calidad nutricional [25]. A esto debemos sumar la insolvencia de paises como
México, en politicas certeras y rigurosas que aseguren el control de la glucemia, con

poblacion con altos niveles de obesidad y con una alta incidencia en diabetes.

1.3 Diabetes no diagnosticada

Debido a que en las etapas tempranas de la diabetes no se presentan sintomas, muchos
individuos cursan varios afios con diabetes antes de ser diagnosticados y, por lo tanto, sin

recibir tratamiento adecuado que evite el deterioro de sus funciones organicas. Esta

1 La calidad de los alimentos esta representada por la suma de las propiedades sensoriales y de
salud. A pesar de la disponibilidad limitada, un alimento de calidad puede ser considerado como el
que aporta elementos nutritivos, aminoacidos esenciales, vitaminas, 4cidos grasos y oligoelementos
cuyo consumo no genera detrimento del estado de salud. Los alimentos altos en carbohidratos
simples y de facil absorcién, asi como grasas hidrogenadas y bajo contenido de aminoéacidos
esenciales favorecen la aparicion de afecciones como obesidad, hipertension o sindrome
metabolico.



situacion se agrava en personas adultas y con bajos niveles de educacién cuya funcién
organica ya esta deteriorada por la edad. Debido a lo anterior, en México se estima que

50% de los casos de diabetes permanecen sin diagnéstico certero [26].

1.4 Incidencia

La incidencia es una medida de la proporcién de nuevos casos que ocurre en una poblacién
definida en un periodo de tiempo, por lo general un afio, y nos permite identificar como se
comporta la enfermedad con el tiempo. La incidencia estimada actual de la diabetes es de

alrededor de 7 nuevos casos por cada 1000 adultos al afio [20].

1.5 Etiologia de la diabetes

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades (de ahi que se considere un sindrome)
cuya principal caracteristica es una deficiencia en la produccién de insulina o en su
actividad, lo cual resulta en niveles elevados de glucosa en sangre. Los diferentes tipos de
diabetes se pueden considerar como el resultado final de un amplio espectro etioldgico,
desde la respuesta autoinmune contra las células beta pancreaticas o las intoxicaciones
por xenobiodticos en la diabetes tipo 1, lo cual ocasiona la deficiencia de insulina, a la
diabetes tipo 2 donde cambios en el metabolismo ocasionan resistencia a la insulina en
tejidos diana [27]. A pesar de las diferencias, se ha observado una convergencia clinica
para la diabetes 1 y 2: la pérdida de la masa de células beta. Esta disminucién de células
beta es un componente critico en la patogénesis de esta enfermedad, y se ha asociado a
multiples factores genéticos de riesgo, genes inmunolégicos para la diabetes tipo 1 y genes
metabdlicos para la diabetes tipo 2. Si bien, los factores ambientales juegan un papel
importante, la genética participa con mas de 60 sefiales de riesgo identificadas para la
diabetes tipo 1 y mas de 400 para la diabetes tipo 2 [28], [29]. De estos locus (sitios génicos)
la mayoria se han relacionado con dafio al tejido pancreatico (islotes de Langerhans),
funcién inmune alterada por modificaciones en el locus HLA y resistencia a la insulina en
adipocitos y musculo esquelético, por mencionar algunos. Por otro lado, a pesar de existir
un gran numero de factores genéticos de riesgo, para que estos ejerzan su efecto negativo
deben ser activados por factores externos o epigenéticos, como en el caso de la deficiencia
de &cido félico, investigada por Hung-Chih y colaboradores en 2013 [30] la cual favorece el

estrés oxidativo. Por Ultimo podemos mencionar que a pesar de los esfuerzos realizados
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por muchos investigadores, la relacion patofisiolégica que vincula la etiologia de la diabetes

tipo 1y la tipo 2, no se ha entendido completamente [30].

1.5.1 Disfuncién de células beta pancreaticas:

Las células beta pancreaticas juegan un papel central en el desarrollo de la diabetes. Estas
células estan en estado de cambio dindmico, un equilibrio entre apoptosis y regeneracion
celular. Este equilibrio puede ser alterado por multiples factores y progresar a una falla en
la secrecion de insulina con la subsecuente elevacion de los niveles de glucosa en la
sangre. Desde el inicio de la aparicién de niveles elevados de glucosa en sangre, debido a
situaciones tan comunes como una dieta rica en carbohidratos simples, las células beta del
pancreas empiezan a mostrar un funcionamiento deficiente, lo que contribuye a la

hiperglucemia. En la

Figura 1.2, se pueden mencionan 8 factores que influyen en la progresion de la disfuncion
celular: (i)Toxicidad debido a altas concentraciones plasmaticas de glucosa; (i) resistencia
periférica a altas concentraciones de insulina; (iii) deterioro celular debido al envejecimiento;
(iv) produccién de hexosaminas debido al exceso de glucosa en las vias metabdlicas; (v)
factores pro inflamatorios como el TNF-alfa; (vi) pérdida de la estimulacion de la secrecion
de insulina (efecto de incretina); (vii) predisposicién genética a la diabetes y (viii) aparicién
de un efecto de lipotoxicidad debido a un incremento de metabolitos (acil CoA, diacilglicerol,
ceramidas). Esto se debe principalmente a que estas células entran en un estado sostenido
de sobreproduccion de insulina para alcanzar nuevamente las concentraciones de glucosa

plasmatica normales [32].
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DISMINUCION DEL TOXICIDAD POR RESISTENCIA A
EFECTO DE INCRETINA GLUjOSA LA INSULINA

GENETICA

TNF-ALFA HEXOSAMINAS
LIPOTOXICIDAD

Figura 1.2 Factores que influyen en la disfuncién de las células beta del pancreas [33]
1.6  Criterios de diagnéstico

Los criterios de diagnostico para la diabetes mellitus han cambiado durante las Gltimas
décadas a la par que han mejorado las técnicas de laboratorio clinico, asi como la
capacidad de entender la patofisiologia y sus complicaciones. Se puede identificar
claramente la relaciéon entre una concentracion plasmatica de glucosa elevada crénica y
sus complicaciones, sin embargo, poner un limite numérico que permita el diagnéstico
certero de la diabetes mellitus es aun un tema de debate entre los expertos. La OMS
propuso en 1965 [31] la primera guia para el diagnéstico de la diabetes y desde ese
momento se identificaron 2 grupos, personas con glucosa alta y personas con glucosa baja.
Un tercer grupo que no estaba en los dos iniciales fue considerado como un estado
intermedio y se considerd que tenian tolerancia a la glucosa elevada, un estado alterado
del metabolismo de la glucosa [35] caracterizado por hiperglucemia (concentraciones
elevadas de glucosa plasmatica) por encima de lo normal sin llegar a estar en los niveles
en los que se no hay duda de diagnosticar diabetes. La importancia de este estado
intermedio radica en que entre el 5% y el 10% de las personas con prediabetes pueden
desarrollar diabetes mellitus si no reciben intervencion sanitaria oportuna [36], [37]. El
término prediabetes, se puede definir como una fase caracteristica que representa una
condicion que relune todas los factores de riesgo y que puede ser considerado como un

punto de no-retorno, donde los érganos y sistemas compensatorios del organismo luchan
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por mantener la homeostasis celular, funcionando en condiciones extremas en términos de
metabolismo de carbohidratos y con un alto riesgo de desarrollar complicaciones
cardiovasculares y vasculares[38], [39]. En las pruebas diagndsticas se hace uso de la
cuantificacién de hemoglobina glicosilada (HbAlc) la cual es una forma de hemoglobina
(Hb) que se encuentra unida a molécula de glucosa, galactosa o fructosa a través del grupo
N-terminal de la cadena B de hemoglobina (HbAO) [40] y representa en promedio el

comportamiento de la concentracion plasmatica de glucosa de un periodo de 3 meses [40].

A continuacion, se mencionan los criterios de diagnéstico de diabetes mellitus. En sujetos
que son asintomaticos se recomienda repetir las pruebas de diagndstico en otra ocasion

mas (prueba confirmatoria).

e Glucosa plasmatica en ayunas =7.0 mmol/L (126.11 mg/dL)

e Glucosa plasmatica 211.1 mmol/L (200 mg/dL) en una prueba de tolerancia a la glucosa
de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua

¢ Hemoglobina glicosilada HbA1c 26.5% (48 mmol/mol)

e Glucosa plasmatica 211.1 mmol/L (200 mg/dL) en cualquier momento del dia de forma
aleatoria

En el caso de la prediabetes, los criterios establecidos por la Asociacion Americana de

Diabetes son los siguientes:

e Glucosa plasmatica en ayunas de 5.6 — 6.9 mmol/L (100.9-124.3 mg/dL)
e Glucosa plasmatica de 7.8 -11.0 mmol/L (140.5-198.2 mg/dL) en una prueba de tolerancia
a la glucosa de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua

¢ Hemoglobina glicosilada HbAlc 5.7% (39 mmol/mol)

1.7  Clasificacién o tipos de diabetes

La diabetes se ha clasificado en las siguientes categorias [13], [22], [41]:

o Diabetes tipo 1 (Insulino dependiente)

e Diabetes tipo 2 (No insulino dependiente)
e Diabetes gestacional

o Diabetes secundaria

e Diabetes tipo 3-cerebral
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1.7.1 Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 se caracteriza por la destruccion completa de las células beta del
pancreas lo cual ocasiona una ausencia de insulina. La mayoria de los pacientes presentan
sintomas de poliuria, polidipsia y polifagia, con la posibilidad de presentar cetoacidosis
como primera manifestacion. La diabetes tipo 1 se considera el resultado entre la
interaccion del ambiente y sujetos con una carga genética elevada de predisposicion a la
diabetes. Esta carga genética se asocia con la presencia del haplotipo del antigeno humano
de leucocitos (Human Leukocyte Antigen, HLA) HLA-DR3-QD2 y el HLA-DR4-DQ8, solos o
en combinacion [42]. Este locus genético confiere un 50-60% del riesgo genético debido a
gue afecta la unién de las proteinas HLA con los péptidos antigénicos y la presentacion de
antigenos con las células T [43]. Aunado a los genes HLA, se han identificado otros 50

genes que contribuyen individualmente en menor medida.

También se han identificado anticuerpos contra antigenos en los islotes de Langerhans en
el pancreas, como a la descarboxilasa de acido glutamico-65, a insulina, antigeno asociado
al insulinoma-2 y al transportador de Zinc-8 [44], [45]. Se considera que los sujetos con
estos anticuerpos también tienen una gran predisposicion a desarrollar otros desérdenes
autoinmunes como la tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Grave, enfermedad de
Addison, enfermedad celiaca, vitiligo, hepatitis autoinmune, miastenia gravis y anemia
perniciosa. En relacién con algunos otros factores ambientales que pudieran desencadenar
la diabetes tipo 1 se han estudiado a la leche de vaca, algunos virus y microbiota intestinal
sin llegar a identificar de manera concluyente la influencia de estos en la patogénesis de la

diabetes mellitus tipo 1 [46].

1.7.2 Diabetes Tipo 2

En contraste con la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 se caracteriza por una deficiencia
relativa de insulina debido a un mal funcionamiento de las células beta del pancreas, y a la
resistencia a la accién de la insulina en tejidos blanco (principalmente musculo estriado).
También se considera como una diabetes no-insulina dependiente, sin embargo, representa
entre el 90% y el 95% de todos los casos de diabetes registrados. A diferencia de pacientes
con diabetes tipo 1, los pacientes con diabetes tipo 2 al inicio del tratamiento antidiabético
son bien controlados con antidiabéticos orales, sin embargo, con el tiempo ocurre una

disminucion en la poblacion de células beta ocasionando un empeoramiento gradual de la
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enfermedad con el resultado del fracaso del tratamiento oral, requiriendo la administracién

de insulina exégena, sobre todo en pacientes jovenes [47].

Aungue existen varias causas para la aparicion de diabetes tipo 2, ain no se ha podido
identificar la etiologia especifica, sin embargo, el entendimiento de esta enfermedad ha
permitido identificar varios factores que contribuyen a su desarrollo. Durante los primeros
afos de investigacién se reconocio la disfuncién de las células beta-pancreaticas para
secretar insulina y la resistencia a la insulina como el dio que ocasionaba la diabetes, a
estos se le sumo la gluconeogénesis hepatica aumentada, formando la triada causante de
la diabetes. Recientemente, se ha formado un octeto de factores que incluyen los tres
anteriores mas: el metabolismo alterado en los adipocitos (lipdlisis acelerada), incretina
defectuosa, incremento en la secrecién de glucagén, incremento en la reabsorcién de

glucosa renal y la disfuncion de la neurotransmisién con desregulacion central del apetito.

1.7.3 Diabetes gestacional

La diabetes gestacional es definida como cualquier grado de intolerancia a la glucosa que
es detectada por primera vez durante el embarazo, se mantenga o solo haya ocurrido
durante este periodo. Para el diagndstico de la diabetes gestacional se utilizan varias

estrategias:

A. Estrategia de un paso:

a. Administracion de 75 g de glucosa por via oral en ayuno de 8 horas, y cuantificacion
de la glucosa plasmatica a la hora y dos horas, entre las semanas 24 y 28 de
gestacion. Cuando se cumpla alguno de los siguientes valores se puede dar el
diagndstico de diabetes gestacional:

i. Glucosa plasmatica en ayunas = 5.1 mmol/L (92 mg/dL)
ii. Glucosa plasmatica 1 hora 210.0 mmol/L (180 mg/dL)
iii. Glucosa plasmatica 2 hora = 8.5 mmol/L (153 mg/dL)
B. Estrategia de dos pasos

a. Administracion de 50 g de glucosa (sin ayuno), y cuantificacién de la glucosa
plasmatica cada 60 minutos por 3 horas, entre las semanas 24 y 28 de gestacion.
Si la paciente tiene concentraciones plasmaticas de glucosa por encima de 7.2
mmol/L (130 mg/dL), 7.5 mmol/L (135 mg/dL) o 7.8 mmol/L (140 mg/dL) entonces
se deberd realizar la segunda etapa

b. Administracion de 100 g de glucosa en ayuno de 8 horas. La prueba es positiva a

diabetes si se obtienen dos de los siguientes resultados:
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i. Glucosa plasmatica en ayuno: 5.3 mmol/L (95 mg/dL)
ii. Glucosa plasmatica 1 hora 210.0 mmol/L (180 mg/dL)
iii. Glucosa plasmatica 2 horas 28.6 mmol/L (155 mg/dL)
iv. Glucosa plasmatica 3 horas = 7.8 m mol/L (140 mg/dL)

1.7.4 Diabetes secundaria a pancreatitis, patologias endocrinas, desérdenes endécrinos e
inducida por medicamentos

Este grupo heterogéneo incluye formas monogénicas de diabetes, enfermedades que

afectan la secrecion y la accion de la insulina, enfermedades que afectan al pancreas,

diabetes asociada con desordenes endoécrinos, diabetes inducida por farmacos y quimicos

xenobidticos y diabetes subsecuente a trasplantes.

Los defectos monogénicos causantes de disfuncion de células beta pancreaticas
representa entre el 1%-2% de los casos de diabetes. Estos genes son nombrados MODY
y se han identificado al menos 13 diferentes locus (sitios) génicos que se pueden heredar
de manera autosémica dominante. Los tipos mas comunes que se reportan incluyen los
MODY 2, MODY 3 Y MODY 1 (en orden de importancia). Algunas otras formas tienen un
efecto donde se deja de secretar insulina, la insulina carece de una forma activa o el

receptor de insulina es deficiente.

1.7.5 Diabetes tipo 3 0 neurodiabetes

La neurodegeneraciéon se ha relacionado con varios factores, uno de ellos es el depdsito
excesivo de tejido amiloide, el cual es un agregado de proteinas cuya principal
caracteristica es la morfologia fibrilar con diametros entre 7 y 13 nm. Otros factores también
incluyen el aumento en la activacion de genes y rutas de sefializacién promotoras de la
muerte celular, metabolismo energético alterado, disfuncidon mitocondrial, estrés oxidativo
crénico y una hipoperfusion cerebral [41]. Sin embargo, estos factores guardan poca
relacién entre si. Un analisis de la literatura realizada por De la Monte y colaboradores
mostré que la deficiencia en la utilizacion de la glucosa y en el metabolismo de energia en
el cerebro, se relacionan con estadios tempranos que preceden o acompafian a las etapas
iniciales de la pérdida de la capacidad cognitiva [48]. Esto relaciona la cascada de
sefializacién de la insulina con patogénesis de neurodegeneracion, donde la resistencia a
la insulina, la hiperinsulinemia, la diabetes tipo 2 y las enzimas degradantes de insulina se
pueden correlacionar con lesiones del citoesqueleto y depdsitos de tejido amiloide en el
cerebro [49].
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En el afio 2013, Gudala y colaboradores [50], sugirieron que las personas con diabetes
manifiestan una mayor susceptibilidad a la aparicion de todo tipo de enfermedades
mentales, incluida la enfermedad de Alzheimer. Por otro lado, estudios sobre la diabetes
empezaron a demostrar cierta relacién con el incremento de casos de Alzheimer, lo cual ha
dejado de manifiesto una nueva clasificacion de diabetes, cuyo mecanismo esta
relacionado con la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia cerebral [48], [50], [51]. Por
otro lado, en el tejido cerebral ocurre una hiperfosforilacion de proteinas y receptores, se
incrementa la concentracion de iones lactato e hidrogeno, se reduce el pH intracelular y
extracelular, incrementan el nimero de especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrdgeno
(ERN), lo cual produce condiciones adversas para que las células neuronales realicen su
respiracion y las funciones sindpticas, lo cual desemboca en problemas de aprendizaje y

memoria.

1.8  Tratamiento de la diabetes

Para la prevencién y el tratamiento de la diabetes, los sintomas de hiperglucemia aguda,
asi como el tratamiento de la aparicion de complicaciones retinopatia, nefropatia y
neuropatia, debidas a la degeneracién del funcionamiento microvascular y macrovascular
(enfermedad coronaria, enfermedad cerebrovascular, enfermedad vascular periférica), se

han establecido lineamientos para alcanzar los siguientes objetivos:

¢ Niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c) menor a 7.0% (53 mmol/mol)
e Presién sanguinea menor a 140 mmHg y menor a 90 mmHg

e Niveles de LDL (Lipoproteina de Baja Densidad) menor a 2.6 mmol/L (< mg/dL)

Estos objetivos se pueden alcanzar si se siguen esquemas de dieta sana y programas de
ejercicio regular, pérdida de peso, evitando en todo momento el consumo de tabaco, el cual

ha demostrado complicar todos los parametros clinicos.

Para el tratamiento alopatico, se ha dejado de manifiesto los farmacos que se utilizan segun
la NOM-015-SSA2-2010[52] para el control de la diabetes tipo 2: las sulfonilureas,
biguanidas, insulinas o sus combinaciones. También se reconocen a los inhibidores de la
alfa-glucosidasa, tiazolidinedionas, glinidas, incretinas e inhibidores de la dipeptidil
peptidasa (DPP-4) o gliptinas. En la Tabla 1.2 se mencionan los mecanismos de accién de

estos farmacos.
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Tabla 1.2 Tratamientos de la diabetes no insulino dependiente por grupo farmacolégico [53].

Grupo Farmacolégico

e Sulfonilureas
2da y
generacion

¢ Biguanidas

e Meglitinidas

e Tiazolidindionas

¢ Inhibidores de
alfa-glucosidasa

de
3ra

la

Farmacos

Glibenclamid
a, gliclazida,
glipizida
Glimepirida

Metformina

Repaglinida,

Nateglidina

Pioglitazona
rosiglitazona

Acarbosa,
miglitol

Mecanismo

Estimulacion de la secrecién de
insulina en las células pB-
pancreaticas por bloqueo de
canales de potasio. Disminuye el
aclaramiento hepatico de
insulina

Mixto: disminuye la produccion
hepatica, aumenta la captacion
de insulina en células
musculares, promueve la
transcripcion de GLUT4
Aumento de la secrecion de
insulina por célula B-

pancreaticas

Aumento de la eficacia de la

insulina

Disminuye la absorcién de la
glucosa en el intestino al inhibir
la actividad de la enzima alfa-

glucosidasa

Ventajas

Experiencia  de

uso

Gran experiencia
de uso, no

aumento de peso

Control de |la
glucemia

posprandial

Sin  riesgo de

hipoglucemia

Sin  riesgo de

hipoglucemia

Desventajas

Riesgo de
hipoglucemia
Ganancia de peso

Intolerancia
digestiva
Precaucion en
insuficiencia renal.
Altas dosis

Riesgo de

hipoglucemia
Ganancia de peso.
Multidosis

Edema y ganancia
de peso
Insuficiencia
cardiaca. Riesgo
de osteoporosis

Escasa eficacia
Flatulencia y
diarrea



Sin embargo, a través de varios estudios, se ha demostrado que la reduccién de HbAlc no
necesariamente se relaciona con resultados eficaces en el control de la diabetes [12], [54]
ya que la disminuciéon de HbAlc no necesariamente disminuia los riesgos de mortalidad
cardiovascular, amputaciones o retinopatia. Sumado a lo anterior, hallazgos como el
incremento en la aparicion de acidosis lactica causado por fenformina o el incremento de
riesgo cardiovascular por rosiglitazona, provocaron la salida del mercado de estos farmacos
junto con vildagliptina y canagliftozina, debido a que no generaban beneficio adicional a los

medicamentos que ya se comercializan.

1.8.1 Metformina
Metformina (N,N-dimetilbiguanida), cuya estructura se muestra en la Figura 1.3, es un
farmaco de administracion oral con actividad antihiperglucemiante ampliamente utilizada en

el manejo de la diabetes mellitus no-insulino dependiente, o diabetes tipo 2 [55]

A

Figura 1.3 Estructura quimica de N,N-dimetilbiguanida (metformina)

Este farmaco reduce la concentracion de glucosa en la sangre, principalmente por medio
de mejorar la sensibilidad a la insulina en los tejidos hepaticos y periféricos sin afectar la
secrecion de esta hormona. Esto se debe a que inhibe la produccion de glucosa hepéatica
en un 9%-30% [56] lo cual se evalud en hepatocitos aislados, donde las concentraciones
terapéuticas de metformina mejoraron la inhibicion de la gluconeogénesis mediada por
insulina y redujeron la gluconeogénesis estimulada por glucagon [57]. En algunos estudios
se ha encontrado una disminucion significativa en el indice de masa corporal [58] que se
ha relacionado con una reduccién de la produccion de glucosa hepética y la disminucion de
niveles de acidos grasos mediante mecanismos genéticos, esto se comprobé al cultivar
hepatocitos en presencia de metformina, donde Fulgencio y colaboradores [59] encontraron
gue existe una disminucion en la expresion de genes para proteinas regulatorias de la

oxidacion de &cidos grados y la gluconeogénesis, mientras que la expresion de genes que
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codifican para proteinas involucradas en la glicélisis aumentaron [59]. También se han
descubierto beneficios potenciales de la metformina en las concentraciones de lipidos en el

suero sanguineo y en la actividad fibrinolitica.
1.8.1.1 Efecto farmacolégico.

Este farmaco incrementa la utilizacion de glucosa inducida por insulina en proporciones de
hasta el 50% en sujetos con diabetes no insulino dependientes [60] o resistencia a la
insulina [61]. Este efecto se ha atribuido principalmente al incremento del metabolismo no-
oxidativo de la glucosa [62]. El metabolismo no-oxidativo de la glucosa incluye el
almacenamiento en forma de glucogeno, la conversién a lactato y la incorporacion a
triglicéridos. También se ha observado que metformina facilita la translocacion de los
transportadores de glucosa (GLUT) desde sitios intracelulares hacia la membrana
plasmatica, aumentando el transporte de glucosa inducido por insulina hacia el interior de

las células [63].
1.8.1.2 Efecto en el receptor de insulina y en los niveles de insulina

En pacientes con diabetes no-insulino dependiente delgados o con sobrepeso [64] se ha
encontrado una reduccién significativa en los niveles de insulina y proinsulina que se debe
al efecto hipoglucémico de la metformina. Después de 12 meses de administracion,
Rudnichi y colaboradores (1994) observaron que la administracion de metformina
disminuye en un promedio de 36 pmol/L la concentracion de insulina en plasma [65]. Este
efecto se explica como un resultado secundario a la disminucién de glucosa plasmética, la

cual actila como inductor de la secrecién de insulina en las células beta del pancreas.

Actualmente se tienen multiples opciones terapéuticas, sin embargo, se desarrollan fallas
secundarias al tratamiento a mediano y largo plazo. La causa mas frecuente es la falta de
adherencia terapéutica [66] y ocurre principalmente, por que los pacientes con tratamiento
farmacologico antidiabético usualmente cursan este padecimiento con complicaciones
asociadas concomitantes, tales como hipertension, dislipidemia, depresion, obesidad y
neuralgia, situacion que les precisa utilizar mdltiples tratamientos a la vez (politerapia).
Estas condiciones se suman a factores psicol6gicos, tolerabilidad al tratamiento, los costos

econdmicos y presion social.
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1.9 Administracion de medicamentos.

Actualmente, los farmacos son administrados de manera sistémica. Esto significa que, para
alcanzar su efecto terapéutico, el organismo entero debera estar expuesto al farmaco de
manera indiscriminada, incluso cuando el farmaco realiza su efecto en un tipo célula
especifica (tejido). En algunas situaciones especificas, se ha observado una acumulacién
del farmaco en células especificas, sin tener presencia sistémica, aunque no es la

generalidad.

1.9.1 Liberacién controlada de farmacos.

Uno de los problemas mas comunes en los sistemas de administracion de farmacos es la
falta en el control de la cantidad, la velocidad o el sitio de liberacién del principio activo, lo
que ocasiona que so6lo se alcancen concentraciones terapéuticas durante periodos de
tiempo cortos, lo que condiciona su uso a varias tomas al dia. Para solventar esta situacion,
se han desarrollado sistemas de liberacidbn modificada que pueden activarse en funcién de
varios parametros como el pH, la cantidad de luz, la temperatura, los campos magnéticos
o la fuerza idnica (presién osmotica) del medio [67]. Los sistemas de liberacion de farmacos
(SLF), estan compuestos de materiales biocompatibles que son sensibles a variables
fisiologicas especiales o a estimulos fisicoquimicos externos, lo cual permite liberar el
principio activo en el lugar indicado y a la velocidad necesaria para tratar una
enfermedad[68]. Dentro de estos materiales, los polimeros han demostrado tener
propiedades fisicoquimicas Utiles y se les han dado adjetivos como: “estimulo-activados”,
“inteligentes”, o “sensibles al medio”. La capacidad de responder a cambios muy pequefios
en el ambiente es la razon por la cual se les dan estos adjetivos [69]. En la Figura 1.4 se
enlistan algunas de las principales razones para el desarrollo de nuevos sistemas de

transporte y liberacion controlada de farmacos [70].
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Figura 1.4 Las fuerzas que dirigen el desarrollo de los sistemas de liberacién controlada u
optimizada. La necesidad clinica es clave para desarrollar nuevas tecnologias. La
investigacion direccionada por la curiosidad ayuda a sembrar nuevas ideas, materiales y
perspectivas [70].

Eventos adversos al medicamento

Tal vez, una de las principales razones que nos han inducido a estudiar nuevos materiales
para la liberacién controlada de farmacos es la presencia de eventos adversos al uso de
los medicamentos, cada vez mas comunes en el uso cotidiano de lo que antes era, tal vez
por la gran cantidad de medicamentos que se comercializan a precios econémicos o a la
falta de investigacion sobre el uso correcto de los medicamentos, lo cual se suma a un
fendbmeno creciente que es la automedicacién. Esta situacion hace relevante hacer una
pausa sobre el que es el uso correcto de los medicamentos y el papel que el farmacéutico
juega en el equipo de atencibn médica, un paso mas hacia la medicina basada en
evidencias. Por esta razon en este espacio hacemos una descripcion de lo que es un evento

adverso al medicamento

- Evento Adverso al Medicamento es cualquier respuesta a un farmaco que es nocivo e no
intencional, y que ocurre a dosis usadas para la profilaxis, diagnéstico o tratamiento
terapéutico, sin considerar el incumplimiento del propésito para el que fue administrado [71],
[72]. La Sociedad Americana de Farmacéuticos Hospitalarios (ASHP) definen las
Reacciones Adversas Significativas como cualquier respuesta, inesperada, no intencional,

no deseada o excesiva de un farmaco que incluye lo siguiente [72]:

e Requiere discontinuar el uso del farmaco

¢ Requiere cambiar la terapia farmacolégica
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e Requiere modificar la dosis administrada

e Requiere admision en el servicio hospitalario

e Prolonga la estadia en los servicios de atencién médica

e Necesita tratamiento de soporte

e Complica significativamente el diagndstico

e Afecta negativamente la prognosis o resulta en dafio, incapacidad temporal

0 permanente o la muerte [73]
1.9.1.1 Elementos de la liberacién controlada de farmacos

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos se han desarrollado con el fin de
optimizar la terapia farmacolégica al mejorar el control del tiempo de exposicion del farmaco,
promover el cruzamiento de barreras fisiol6gicas, prevenir la eliminacién prematura y guiar
el farmaco al sitio de accién deseado al mismo tiempo que se minimiza su presencia en

otros sitios del organismo [74].

A. Modelo de liberacién por difusion

La liberacién del farmaco desde de una forma farmacéutica puede ser comparada al
proceso de disolucién/difusiébn entre una matriz que contiene el farmaco y el medio
circundante. El estudio de este proceso fue propuesto en términos cuantitativos por Noyes

y Withney en 1897. La ecuacion que describe este proceso se muestra a continuacion [74]:

dM _DS(C o
dt  h ~°

o)
dc _DS(C &
dt  Vh *

Donde M es la masa del soluto disuelto en el tiempo t, dM/dt es la velocidad de disolucién
(masa/tiempo), D es el coeficiente de difusiébn del soluto en la solucion, S es el area
superficial del s6lido expuesto al medio, h es el tamafio de la capa de difusién, Cs representa
la solubilidad intrinseca del sélido y C es la concentracion del soluto en la solucion. La
proporcion dC/dt es la velocidad de disolucion y V es el volumen de la solucién. En esta
ecuacién se asume que una capa de difusion de tamafio h existe en la superficie del sélido

gue esta en disolucion. Esta capa de difusiébn representa una fase estacionaria de
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disolvente en el cual las moléculas del soluto existen en un gradiente de concentraciéon de
Cs a C. Més all4 de la fase estacionaria, a x distancia mayor que h, acontece el mezclado y
la concentracién del farmaco es C de forma uniforme. En la superficie del solido, x=0, y
representa un equilibrio entre el farmaco en la fase solida y el farmaco en la capa de difusion
(h). El gradiente, o cambio en la concentracién en funcién de la distancia a través de la capa

de difusion, es constante y esté representada en términos de (Cs-C)/h [74].

La liberacién de un farmaco a partir de una forma de dosificacion, con la subsecuente
absorcion es controlada por las propiedades fisicoquimicas del farmaco, del sistema de
liberacion, y la fisiologia y caracteristicas fisicoquimicas del sistema biolégico. De esta
manera podemos mencionar la solubilidad intrinseca del farmaco, el peso molecular, la
forma cristalina, la capacidad de unién a proteinas y el pKa como algunos de los factores
fisicoguimicos que afectan el disefio de formas de dosificacion que poseen caracteristicas

de liberacion controlada o sostenida [74].
Modelo de liberacién de Takeru Higuchi

Este modelo tedrico se enfoca en describir la liberacién de farmacos solubles en agua a
partir de una matriz que lo contiene. Se infiere que el farmaco en cuestion esté disperso de
manera homogénea en una matriz erosionable. También se infiere que el farmaco se
disuelve en la matriz y difunde al medio circundante desde la superficie de la forma de
dosificacion. De esta manera, conforme el farmaco es transferido al medio, la distancia de
difusién aumenta debido a que el limite que se forma entre el farmaco y la matriz vacia

retrocede hacia el interior de la tableta conforme el farmaco se eluye [74].

Existen varios factores fisicoquimicos y fisiolégicos que controlan la disolucién de un
farmaco en el cuerpo: la composicion, los patrones de mezclado (por ejemplo:

hidrodinamica), y volumen de contenido en el tracto gastrointestinal [74].

1.9.1.1.1 Cinética de liberacion de orden cero

En esta cinética la cantidad de farmaco liberado por unidad de tiempo es directamente

proporcional y se representa por la ecuacion lineal:
LL' = LO + ko -t

Donde:
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L= Liberacion del farmaco en el tiempo t

Lo= Cantidad inicial del farmaco presente en el material de prueba
t=tiempo

ko= constante cinética

1.9.1.1.2 Cinética de primer orden

Las formas farmacéuticas que siguen este perfil de liberacién suelen ser matrices porosas
gue contienen principios activos hidrosolubles. Representa un mecanismo mixto o
transporte anomalo debido al aumento de la barrera de difusion en funcién del tiempo. Se

representa por la siguiente ecuacion:
ln(Lt) = _k1 t+ ln (Lo)
Donde: k;= constante cinética de primer orden

1.9.1.1.3 Modelo de Takeru Higuchi

Este modelo describe la liberacion de un principio activo como parte de un proceso de
difusién a través de una matriz polimérica. Este proceso tiene su fundamento en la ley de
Fick, gue depende de la raiz cuadrada del tiempo. La ecuacion de este modelo de liberacion

se presenta a continuacion:
Lt = _kH ) t1/2
Donde ky= constante de disolucion de Higuchi

1.9.1.1.4 Modelo de Korsmeyer-Peppas (ley de las potencias)

Es un modelo util cuando se desconoce el mecanismo de liberacién o cuando la liberacién

ocurre mediante una mezcla de mecanismos. Se utiliza la ecuacion:
Ly =k-t" 0 In(L;) = In(k) +n - In(t)
Donde: n= exponente de difusion

k= constante de liberacion dependiente de la geometria del dispositivo de liberacion
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Con este modelo se puede conocer si la liberacion se da por medio de un mecanismos que
sigue las leyes de Fick (n=0.5), donde el proceso de difusion es el principal mecanismo de
liberacion, o si el mecanismos de difusion es de tipo no-Fickniano (anémalo) cuya valor de
n>0.5, LA presencia de valores de n cercanos a la unidad representan una velocidad
constante en la liberacion lo cual es reflejo de un proceso de hinchamiento y relajacion de
las cadenas poliméricas, comunmente conocido como transporte tipo Il. Cuando el valor de
n se encuentra entre 0.5y 1, el mecanismo de liberacion se relaciona con la presencia de
procesos de difusion y relajacion de las cadenas poliméricas, conocido en como transporte

anomalo.
1.9.1.2 Profarmacos

Un profarmaco se forma por la modificacién quimica de un farmaco que al ser transformado
por accion enzimatica o hidrolitica se convierte en su forma activa. El objetivo de utilizar
profarmacos es el de aumentar las propiedades farmacocinéticas (absorcion, distribucion,
biodisponibilidad) y reducir los efectos secundarios. En el sentido farmacéutico, un
profarmaco es por si mismo una forma de liberacién controlada. Los profarmacos que son
mas lipofilicos que la sustancia de origen pueden incrementar su penetracion a través de la
membrana y con ello aumentar su absorcion. Por otro lado, la modificacion quimica también

ayuda a mejorar la estabilidad al proteger de la hidrolisis o de la accién enzimatica.
1.9.1.3 Acarreadores macromoleculares solubles

Se han utlizado varios polimeros hidrosolubles, naturales y sintéticos, como
transportadores moleculares de farmacos. Estos transportadores incluyen anticuerpos,
polimeros solubles como el poli(hidroxipropil metacrilato) (PHPM), poli(L-lisina), poli(acido
aspartico), poli(vinilpirrolidona), poli(N-vinil-2-pirrolidona-co-vinilamida) y poli(estireno co-
acido maléico/anhidro) . La sustancia activa se puede unir a la cadena de polimero ya sea
de forma directa o a través de un espaciador biodegradable. La conjugacion farmaco-
polimero asegura que la forma libre, y por lo tanto activa, no esté disponible para distribuirse
en todos los sistemas del organismo (demas compartimentos), por lo que se pueden reducir
los efectos no deseados al reducir la dosis necesaria. El espaciador permite superar los

problemas asociados al resguardo que la cadena de polimero hace a la fraccién activa.
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1.10 Biomateriales

Los biomateriales se pueden definir como cualquier material que puede ser empleado para
producir dispositivos para reemplazo de una parte o0 una funcién en el organismo, de

manera segura, confiable, econémica y fisiolégicamente aceptable.

Algunas de las caracteristicas que tienen que cumplir los materiales compatibles para su
utilizacion en aplicaciones biomédicas incluyen la adhesion celular, densidad,
biofuncionalidad (no trombogénico), bioinerte (no-tdxico, no-irritante, no-alergénico, no-

carcinogénico), bioactivo, bioestable, biodegradable, entre otros (Figura 1.5) [75].
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Figura 1.5 Diferentes dispositivos usados para reemplazar o mejorar la funcién de tejidos u
dérganos [76].

27



1.10.1 Clasificacion de los biomateriales.
Existen diferentes clases de materiales usados para la fabricacién de bio-implantes y bio-

dispositivos que se pueden clasificar en:

Materiales metalicos
Polimeros
Ceramicos

Materiales compuestos

a > DR

Materiales naturales
1.10.1.1 Materiales Metalicos.

Los materiales metalicos son los mas empleados como dispositivos de fijacién interna
(tornillos y rétulas). EI método de procesamiento y purificacion del material metalico
determina las propiedades como en el caso de la fuerza de tension, el moédulo de
deformacion, la resistencia a la fatiga, la resistencia a la deformacion y a la corrosién. Los
metales mas empleados son el acero inoxidable, el titanio y aleaciones de cobalto con
cromo, hierro, molibdeno o tungsteno. El acero inoxidable (316L) es una aleacion que tiene
un minimo de 10.5% de cromo para evitar la oxidacion. El término L denota un bajo nivel

de contenido de carbono [77].
1.10.1.2 Materiales Poliméricos

Los polimeros son otra categoria de materiales que son usados como biomateriales. Estos
materiales pueden ser de origen natural o sintético. Actualmente tienen muchas

aplicaciones como se muestra en la Tabla 1.3
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Tabla 1.3. Polimeros usados como biomateriales

Polimero Aplicacién

Polietileno de ultra alto peso molecular Reemplazo de la unién de rodilla, cadera,
hombro

Silicona Articulaciones de dedos
Acido poli lactico y poliglicolico Suturas
Silicona, acrilico, nylon Tubos traqueales
Acetal, polietileno, poliuretano Marcapasos
Poliéster, politetrafluoroetileno, PVC Vasos sanguineos
Nylon, PVC, siliconas Segmentos gastrointestinales
Polidimetil siloxano, poliuretano, PC Prétesis faciales
Polimetilmetacrilato Cemento 0seo.

Algunos polimeros que presentan capacidad de conduccién eléctrica, son faciimente
sintetizables y propiedades mecanicas aceptables para aplicaciones biomédicas, se han
empezado a utilizar como biosensores, sondas neuronales, dispositivos de liberacion
controlada de farmacos y bioactuadores [78]. La principal ventaja de estos polimeros como
biomateriales radica en que son faciles de producir y modificar su superficie para
aplicaciones especificas, lo que facilita la inclusion de estos dispositivos en cuadros basicos

de medicamentos o en el tratamiento médico [78].
1.10.1.3 Materiales Ceramicos

Estos son materiales inorganicos no metalicos cuyas interacciones interatdmicas se forman
a elevadas temperaturas. También se conocen como biocerdmicas ya que pueden ser
bioinertes, biorreasorbibles, bioactivas y/o porosas (para aplicaciones de tejidos en

crecimiento).
1.10.1.4 Materiales compuestos.

Los materiales compuestos consisten en dos fases, una continua la cual se conoce como
matriz y una fase discontinua llamada refuerzo. Existen diferentes materiales de refuerzo y
matrices que forman una variedad elevada de materiales compuestos. Los principales

factores que afectan la estructura del material compuesto incluyen:

29



e Forma, tamafio y distribucién del refuerzo

e Propiedades y porcentaje en volumen del refuerzo

e Bioactividad del refuerzo

e Propiedades de la matriz como: peso molecular y tamafio de particula

e Interaccion interfacial refuerzo-matriz
1.10.1.5 Materiales naturales o bioldgicos

Los materiales de origen natural son polimeros sintetizados y recolectados de tejidos como
el colageno y el glucosaminoglucano. El colageno es una proteina fibrosa que conecta los
tejidos en el organismo, como la piel, hueso, tendones, musculos y cartilago. El
glucosaminoglucano es un heteropolisacéarido presente en la superficie de las células o en

la matriz extracelular. Tiene caracteristicas de ser no-téxico y biodegradable [79].

1.11 Polimeros biodegradables en los Sistemas de Liberacién de Farmacos

Desde hace varias décadas, se han realizado esfuerzos en desarrollar polimeros
biodegradables que puedan satisfacer los requerimientos que las nuevas tecnologias
biomédicas como la ingenieria de tejidos, medicina regenerativa, terapia génica, liberacion
controlada de farmacos y bionanotecnologia, todas ellas requieren de materiales
biodegradables que sirvan de andamios/plataformas para su fabricacién [80]-[82]. Como
ya vimos, un biomaterial esta destinado a participar como una interface con los sistemas
biol6gicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar algun tejido, 6rgano o funcién en el
organismo [75]. En el caso de los biomateriales biodegradables, la biocompatibilidad debe
ser evaluada en un intervalo de tiempo razonable, donde las propiedades quimicas, fisicas,
mecanicas y biolégicas cambien al mismo tiempo que se producen diferentes productos de
degradacion que tendran diferentes compatibilidades comparadas con el material inicial.
Algunas de estas propiedades dependen de manera inherente con las caracteristicas
quimicas del material, el peso molecular, la solubilidad, la formay la estructura del implante,
la hidrofilicidad/hidrofobicidad, lubricacion, energia superficial, absorcion de agua,
mecanismo de degradacion [80], [83]. Debido a la gran complejidad y diferentes
aplicaciones para los biomateriales poliméricos en uso, no hay un sistema polimérico que
se pueda considerar ideal, por lo tanto, se refuerza la necesidad de desarrollar nuevos
materiales que amplien el compendio de opciones que satisfagan las especificaciones y

requerimientos de cada aplicacion médica individual.
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1.12 Conjugados polimero-ingrediente farmacéuticamente activo (IFA) (Farmaco)

Los conjugados polimero-farmaco son constructos de tamafio nanométrico (<500
nandémetros), multicomponentes que integran materiales biocompatibles y moléculas
bioactivas. Tienen el potencial de mejorar la terapia farmacoldgica en una variedad de
padecimientos que incluye desde el cancer hasta aplicaciones de bioingenieria y liberacion
controlada de farmacos. En este campo podemos clasificar a los materiales poliméricos en
funcién de su mecanismo de transporte y liberacién de principios activos (Tabla 1.4). Las
matrices poliméricas se caracterizan por contener el principio activo dentro de una
estructura con espacios interparticulares, donde solo las interacciones superficiales de las
particulas controlan la cinética de liberacién. En él segundo caso, las moléculas de principio
activo son unidas por un enlace covalente con la estructura quimica de la molécula
polimérica, y la degradacion de este enlace o la degradacion del polimero controlan la

liberacion del principio activo.

Tabla 1.4 Clasificacién de los materiales poliméricos en funcién de su mecanismo de
transporte y liberacién de principios activos

Materiales poliméricos
e Matrices poliméricas

Polimeros terapéuticos

Conjugados polimero-farmaco

Polimeros biolégicamente activos

Conjugados polimero-proteina

Micelas poliméricas conjugadas covalentemente con farmacos
Complejos polimero-ADN

La idea original de conjugar una molécula de bajo peso molecular con un polimero
acarreador para mejorar el efecto terapéutico fue propuesto por Helmut Ringsdorf en

1975[84]. Ringsdorf propuso un modelo que consistia en 4 elementos (Figura 1.6).
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1. Polimero acarreador.
2. Principio activo (farmaco)
3. Enlace biodegradable
4. Grupo marcador de diana

Figura 1.6 Modelo de Helmut Ringsdorf del conjugado polimero-farmaco y sus elementos
constituyentes.

La posibilidad de que la conjugacién covalente de un principio activo de bajo peso molecular
pueda alterar la farmacocinética a un nivel celular al restringirse el ingreso al citoplasma se
puede evitar usando un marcador que reconozca la célula diana, esta posibilidad de
modificacién es muy ventajosa cuando se busca tener un efecto sobre un tipo especifico de
células, como en el caso de tratamientos para el cancer, evitando que células sanas sean

afectadas.

Por otro lado, el uso de un polimero hidrofilico mejorara la solubilidad de aquellos principios
activos que posean solubilidad baja en fluidos biolégicos. Esta hip6tesis fue probada por
Ruth Duncan y colaboradores [85], [86], al conjugar el copolimero de N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida (HPMA) con doxorrubicina (Dox) en 1994 [87], obteniendo el primer
conjugado polimero-farmaco evaluado en clinicamente. Maeda y colaboradores también
desarrollaron un conjugado polimero-farmaco a partir de poliestireno-co-anhidrido maleico
(SMA) el cual conjugaron con neocarzinostatina (NCS), un antineoplasico [88]. Un
componente particularmente importante es la cadena polimérica a la cual va anclado
covalentemente el principio activo. Este polimero necesita ser hidrofilico, para asegurar la
correcta solubilidad en fluidos fisiol6gicos, ser no-téxico, no-inmunogénico y poseer la
capacidad de conjugarse con el farmaco modelo. En adicién, también de ser biodegradable
y ser capaz de eliminarse por las diferentes vias de excrecion una vez que ha terminado su
funcion de acarreador, para prevenir la acumulacion en el organismo. En general, los
conjugados polimero-farmaco ofrecen varias ventajas como transportadores de principios
activos, incluyendo una alta capacidad de carga de principio activo, mejor solubilidad de
farmacos poco solubles, modulacion de la farmacocinética (incluyendo mejor

biodistribucién), reduccion de efectos secundarios no deseados, mejor estabilidad del
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principio activo in vivo, y la posibilidad de controlar la velocidad y sitio de liberacién del

principio activo.
Los conjugados polimero-farmaco se pueden obtener a partir de 3 estrategias [89]

e Conjugacion con biopolimeros previamente sintetizados

e Conjugacion con un monémero para la subsecuente polimerizacion por RAFT,
ROMP o ROP

e Conjugacién de un farmaco con 2 o mas grupos funcionales como un monémero del

polimero.

La primera estrategia puede originar materiales conjugados con bajo contenido de principio
activo, mientras que la conjugaciéon con un monoémero o participar como un monémero con
la subsecuente polimerizacion provee mejor control en la cantidad de principio activo que

se incorpora al material [90], [91].

1.13 Materiales conjugados polimero-farmaco.

Una estrategia para enfrentar los retos del transporte y liberacion de farmacos a través de
la nanomedicina, es la obtencién de nuevos polimeros funcionalizados capaces de realizar
multiples funciones mediante un disefio racional de su estructura, siguiendo los modelos
propuestos por investigadores como Ringsdorf [84], [92], [93]. Uno de los efectos inducidos
por un profarmaco polimérico es la permeabilidad y retencibn aumentada en algunos
tejidos, lo cual esta relacionado también con la masa molar (gemol?) del polimero [94]. En
general, la conjugacion de un polimero puede cambiar las propiedades farmacolégicas

mediante las siguientes estrategias [95], [96]:

I Incremento de la solubilidad de farmacos hidrofébicos mediante el uso de polimeros
hidrofilicos

Il. Mejoramiento del transporte y liberacion de farmacos mediante condiciones especificas
que activen el proceso de liberacién como cambios en el pH o la presencia de enzimas.

M. Aumento en los tiempos de vida-media de los farmacos o en la biodisponibilidad.

V. Proteccion de los farmacos frente a las condiciones de degradacion

V. Biodistribucion modificada y acumulacidon especifica en 6rganos, tejidos o células
mediante el uso de entidades quimicas por el efecto EPR (Permeabilidad y Retencion

Aumentada, por sus siglas en inglés).
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Ademas de las ventajas arriba mencionadas, los conjugados polimero-farmaco son el inicio
de una forma de transporte y liberacién de farmacos. Estos sistemas transportan farmacos
cuya principal caracteristica es la hidrofobicidad, lo cual provoca que las moléculas del
conjugado se auto ensamblen en conformaciones micelares de tamafio nanométrico
cuando estadn en medios acuosos. Incluso se ha observado la formacién de polimerosomas
las cuales son tipicamente mas grandes en tamafio ( >30-50 nm) [95], [96]. Sin embargo,
obtener un sistema conjugado polimero-fArmaco exitoso es una tarea complicada en donde
varios factores deberdn ser tomados en cuenta para el disefio. Dentro de los factores a

considerar para la obtencion de dichos conjugados podemos enumerar los siguientes:

I Acarreadores poliméricos

Il. Blanco especifico (6rgano, tejido, linea celular, intracelular, etc.)

Il. Tipo de conjugacioén (directa o indirecta)

V. Tipo de molécula usada para la union de conjugacién (espaciadores)
V. Masa molar (gmol?)

En la Tabla 1.5 se enuncian algunos conjugados polimero-farmaco que han avanzado en
el desarrollo de medicamentos a la investigacién clinica (Fase I-11l) previo a su autorizacién
para la comercializacion. Sin embargo, se han encontrado algunos problemas relacionados
con la toxicidad, la capacidad de carga (cantidad de farmaco), baja bioactividad, materiales
muy estables que liberan muy lento el principio activo o materiales poco estables que liberan
prematuramente el principio activo durante su transporte al sitio de accion, y algunas

consideraciones farmacoeconémicas [97]-[99].

Tabla 1.5 Conjugados polimero-farmaco en ensayo clinico [100]

Conjugado Nombre " del Compafiia Indicacion Fase
medicamento clinica
PEG-naloxol NKTR-118 Nektar Constipacién inducida por | Fase lll
opioides
PEG-irinotecan NKTR-102 Nektar Tumor sélido Fase Ill
PEG-SN38 EZN-2208 Enzon Tumor sélido Fase Il
PEG-docetaxel NKTR-105 Nektar Tumor sélido Fase |
PHPMA- PK1 Pfizer Céncer de seno, cancer | Fase ll
doxorrubicina (FCE28068) de pulmon, cancer
colorrectal
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PHPMA-platino

AP5280

Access

Pharmaceuticals

Varios tumores

Fase Il

PHPM-DACH- ProLindac ™ | Access Cancer de ovario Fase Il
oxaliplatino (AP5346) Pharmaceuticals
Fleximer®- XMT-1001 3 Céancer gastrico, cancer @ Fase |
camptotecina de pulmon
Carboximetil Delimotecan Daiichi Varios tumores Fase |
dextran-T2513 (MEN 4901/t- | Pharmaceuticals

0128)
Ciclodextrina- CRLX Cerulean Tumores solidos | Fase lla
camptotecina avanzados
Acido Xyotax™, Cell Therapies Cancer de pulmén, | Fase lll
poliglutamico- Opaxio™, CT- cancer de ovario
paclitaxel 2103
Acido CT-2106 Cell Céncer de colon, cancer | Fase Il
poliglutdmico- Therapeutics de ovario

camptotecina

La conjugacioén polimero-farmaco inicio con el uso de polietilenglicol (PEG) en 1970 (Figura
1.7), un polimero cuya alta solubilidad en agua y en otros disolventes, junto con la
biocompatibilidad y la disponibilidad comercial, permitié realizar maltiples investigaciones
en el campo de la conjugacién con farmacos hasta acufiar el término PEGilacion para
obtener una serie de sustancias modificadas con PEG [101]. Se obtuvieron combinaciones
de PEG con farmacos de peso molecular bajo con el fin de superar los problemas de
solubilidad, la rapida excrecion o la distribucidon generalizada, los cuales son problemas
comunes que frecuentemente dificultan la utilizacion de estos farmacos. Sin embargo, el
uso de PEG linear tiene la limitacion de que cuenta con solo 2 grupos OH terminales que
son capaces de conjugacién. Para superar este inconveniente se desarrollaron PEG

ramificados, para aumentar la capacidad de conjugacion.

H«LOCHZCHA»OH
n

Figura 1.7 Estructura quimica de Polietilenglicol (PEG) lineal
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La conjugacion de polimero-farmaco tiene como objetivo mejorar la accién de los farmacos,

actuando directamente en el sitio de accién correspondiente. Esto permite reducir la

toxicidad y superar los mecanismos de resistencia celular a los farmacos. En la actualidad

se han logrado comercializar una serie de medicamentos a base conjugados de principios

activos con PEG para tratar varias enfermedades que incluyen cancer, enfermedades

virales y autoinmunes [102] los cuales se muestran en la Tabla 1.5

Tabla 1.5 Conjugados polimero-farmaco comercializados [102].

Conjugado

PEG-adenosina deaminasa

PEG-L-asparaginasa
PEG-interferon-a-2b
PEG-interferén-a-2b

Estireno-anhidrido maleico
neocarzinostatina (SMANCS)
PEG—interferon-a-2a

PEG- antagonista de hormona
del crecimiento humana
PEG-Factor
colonias de granulocitos (G-
CSF)

Fragmento Fab-PEG de un

estimulante de

anticuerpo monoclonal
inhibidor TNF humanizado

Aptamero anti-VEGF-PEG

Nombre
medicamento
ADAGEN ®

ONCASPAR®
PEGINTRON®
PEGINTRON®

ZINOSTATIN
STIMALMER®
PEGASYS®
PEGVISOMANT
SOMAVERT®
PEG-Filgrastim
(Neulasta
Neupogen®
CIMZIA®

PEGAPTANIB
(MACUGEN®)

del

®)
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Compaifiia

Enzon

Enzon
Enzon

ScheringPlough

ScheringPlough

Roche

Pharmacia

Amgen

ucCB
(Celltech)

Pfizer

Pharma

Indicacion

Sindrome de
inmunodeficiencia
combinada severa (SCID)
Leucemia linfoblastica aguda
Hepatitis C

Cancer (carcinoma renal,
hemangiomas,
agioblastomas, tumores de
células gigantes, esclerosis
multiple, VIH/SIDA)

Carcino hepatocelular

Hepatitis C

Acromegalia

Quimioterapia de prevencién
asociada a la neutropenia
Tratamiento de la
enfermedad de Crohn, artritis
reumatoide
Tratamiento de la
neovascularizacién

relacionada a la



degeneracion macular por

envejecimiento

Péptido-PEG agente | PEGINESATIDE Affymax & | Anemia asociada con
estimulante de la eritropoyesis Takedo enfermedad renal crénica
PEG-EPO MIRCERA ® Roche Anemia asociada con
enfermedad renal crénica
PEG-uricasa KRYSTEXXA ® | Savient Gota
PURICASA ®
PEG-Camptotecina PROTHECAN Enzon Varios tipos de cancer

1.13.1 Conjugados polialquenilo-farmaco.

Los polimeros alquenilo, grupo derivado de un alqueno por eliminacién de unos de sus
atomos de hidrégeno, son sintetizados por polimerizacion por radicales (polimerizacion en
cadena, chain polymerization), de los mondémeros alquenilos correspondientes o por la
copolimerizacion de 2 o mas monomeros, con el fin de controlar las propiedades del material
obtenido. Este tipo de conjugados tienen una mayor capacidad de carga del principio activo
debido a un mayor numero de grupos reactivos en la estructura polimérica. Estos polimeros
incluyen a la polivinil pirrolidona (PVP), poli (vinil alcohol) (PVA), poli(N-(2-hidroxipropil)
metacrilamida) (PHPMA), poli (2-hidroxietil metacrilato) (PHEMA), y el poli (4cido
metacrilico) (PMA). ElI conjugado PHPMA-(N-(4-aminobecenosulfonil)-N’-butilurea)
(sulfonilurea: un secretagogo de insulina), fue obtenido en 1979 por Obereigner y
colaboradores [103], a partir del cual se desarrollaron nuevas investigaciones para conjugar
PHPMA con doxorrubicina (agente anticancerigeno). Subsecuentemente, Greco y Vincent
[104] describieron un conjugado donde se unian dos farmacos a la misma macromolecular
(PHPMA-DOX-aminoglutetimida), lo cual resultd en una mayor eficacia terapéutica. Sin
embargo, la degradabilidad de estos polimeros aun es una cuestion en investigacion que

no termina de conseguir los resultados esperados.

1.14 Poliuretanos

Los poliuretanos (PU) fueron sintetizados por primera vez en 1937 por Bayer [105]. Para
los afios 60’s los usos de los PU se habian establecido como elastomeros y espumas [106],

[107]. En un principio fueron sintetizados a partir de la reaccion del 1,6-diisocianato de
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hexametileno y el 1,4-butanodiol y se introdujeron al mercado con el nombre comercial de

Perlén U.

1.14.1 Sintesis de Poliuretanos

Los poliuretanos se pueden obtener haciendo reaccionar diisocianatos y poliésteres con

grupos hidroxilos terminales de bajo peso molecular para formar el polimero con el grupo

uretano (o carbamato). Esta reaccion tiene la caracteristica de no liberar moléculas de
bajo peso molecular durante la reaccion de sintesis, caso que ocurre en las

reacciones de polimerizacién por condensacion.

HOwwOH T OCN—R——NCO ————

HOJ\'{z OCONH—R—NHCO—OMOCONH%R—NCO

Figura 1.8 Sintesis de poliuretanos a partir de un diol y un diisocianato

La sintesis de los poliuretanos segmentados se realiza mediante el método de sintesis por
etapas, donde en la primera etapa se forma un prepolimero uretano-isocianato formando
bloques BAB, para después realizar una extension de cadena utilizando dioles de bajo peso
molecular como el 1,4-butanodiol [107]. La utilizacion de diaminas en la segunda etapa
conduce a la formacion de poliureas[108]. El peso del polimero se puede controlar al
modificar la relacion estequiométrica de los grupos funcionales que reaccionan[109]. Los
segmentos formados se conocen como segmento rigido (isocianato mas el diol de bajo
peso molecular) y segmento flexible (tipo poliéster tales como la poli-(e-caprolactona) (PCL),
poli(acido lactico), (PLA), poli(acido glicolico) (PGA) entre otros, o incluso pueden ser
poliéteres como el politetrametilen glicol). Estos segmentos son incompatibles
termodindmicamente y esta inmiscibilidad se determina por su longitud y composicién

quimica [110].

Considerando las aplicaciones de los poliuretanos se pueden clasificar en dos grupos:
poliuretanos elasticos (espumas flexibles, elastdbmeros, espumas estructurales,
recubrimientos, adhesivos, fibras, etc.) y poliuretanos rigidos (espumas rigidas, espumas
estructurales, sustitutos de madera, poliuretanos solidos) [111]. Esta clasificacién de
elastico y rigido esta basado en la estructura del poliol y en la cantidad de dominios rigidos

y flexibles que se encuentren en el poliuretano (Figura 1.10) [109].
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La reaccion de acoplamiento para la formacion del uretano es catalizada por compuestos
como el octanoato de estafio, en el cual los atomos de estafio se coordinan con el oxigeno
terminal del grupo isocianato para facilitar el acoplamiento del grupo hidroxilo en el &tomo

de carbono del isocianato [109].

HO

o),

HO
R—NCO " Hon@nnOH

Diisocianato

OCN

Poliol
06 OHN-R-NHOCO

HOCOHN-R-NHOCO-}M
11

\J_\_r\;-()[:OHN R-NHOCO

Poliuretano n=0.1.2...6
wirQCON-R-NHOC Qv
Donde: .~ = Cadenas de polieter, poliester, polihidrocarbonadas

Figura 1.9 Sintesis de poliuretanos con polioles de diferente estructuray peso molecular
modifican la rigidez/flexibilidad de los polimeros sintetizados

Un poliol de baja funcionalidad (entre 2 y 3 grupos hidroxilo) y alto peso molecular (2°000-
10’000 Dalton) conduce a un poliuretano elastico, por el contrario, un oligo-poliol de bajo
peso molecular (entre 300 y 1’000 Dalton) y alta funcionalidad (de 3 a 8 grupos hidroxilo)
conducen a un poliuretano entrecruzado rigido [109]. Por otro lado, un diisocianato que se
hace reaccionar con un diol de alto peso molecular (un poliéter o poliéster diol de 2°000-
4’000 de peso molecular) conduce a un poliuretano lineal muy elastico (elastébmero). Este
enlace (uretano o urea) tiene la posibilidad de asociarse con otras moléculas mediante
puentes de hidrogeno, generando un dominio o segmento rigido. Por otro lado, la gran
flexibilidad y libertad de giro de la cadena de carbonos de los polioles (poliéteres o
poliésteres) representa el segmento suave o flexible y provee al polimero la propiedad

elastica (Figura 1.10)
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Figura 1.10 El segmento rigido de un poliuretano es formado por las interacciones entre las
cadenas cercanas [109].

Esta interaccion por puentes de hidrogeno puede destruirse al elevar la temperatura, dando
propiedades de polimeros termoplasticos [110]. Por otro lado, los polioles de alto peso
molecular (entre 3’000 y 6’500 Dalton) y baja funcionalidad (2-3 grupos hidroxilo) cuando
reaccionan con un diisocianato, producen poliuretanos flexibles con bajo indice de
entrecruzamiento, caracteristica de las espumas de poliuretano. Cuando un polimero es
entrecruzado el peso molecular se puede calcular desde los entrecruzamientos o una
aproximacion, solo los polimeros lineales tiene un valor finito y cuantificable de peso
molecular [110].

1.14.2 Isocianatos
La alta reactividad de los grupos isocianato con compuestos con un hidrogeno activo puede

explicarse por las siguientes estructuras de resonancia [112]:

La densidad de electrones es mayor en el a&tomo de oxigeno, mientras que el atomo de
carbono tiene una densidad de electrones menor. Como consecuencia de esto, el &tomo
de carbono tiene una carga positiva, el atomo de oxigeno tiene una carga negativa y el
atomo de nitrdgeno tiene una carga negativa intermedia. Con estas estructuras de
resonancia, la reaccion del grupo isocianato con compuestos con hidrégenos reactivos

(HXR) es en el doble enlace carbono-nitrégeno [112].

El centro nucleofilico del compuesto con hidrégenos reactivos (el &tomo de oxigeno en
grupos hidroxilo o el a&omo de nitrdgeno en grupos amino), ataca al &tomo de carbono
electrofilico y el hidrogeno se une al atomo de nitrégeno del grupo cianato (-NCO). En los
compuestos isocianatos, grupos R electronegativos aumenta la reactividad del grupo —

NCO, por el contrario, grupos electrodonadores disminuyen la reactividad. Los isocianatos
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arométicos (R=arilo) son mas reactivos que los isocianatos alifaticos (R=alquilo). Por otro
lado, el impedimento estérico de los grupos —-NCO o HXR’ disminuye notablemente la
reactividad[112].

1.14.3 Segmento Flexible (SF)

Los poliuretanos biodegradables o parcialmente biodegradables pueden ser producidos a
través de la introduccién de partes labiles, susceptibles a la hidrélisis, por medio de
diferentes vias. El método mas comun es la introduccion de estos enlaces hidrolizables por
medio del segmento flexible, usando polimeros tales como polilacturos, poli(e-caprolactona)
(PCL) o copolimeros entre ellos. De esta manera, polimeros biodegradables conocidos
pueden ser unidos por medio de enlaces uretano y posiblemente enlaces urea para formar
un material elastomérico. Estos poliuretanos han sido sintetizados con estructura lineal o

en red con varias propiedades fisicas y de degradacion [112].
1.14.3.1 Policaprolactona diol (PCL)

La PCL se encuentra entre los poliésteres biodegradables, mas atractivos y cominmente
usados [111]. Puede ser empleado para diferentes aplicaciones biomédicas tales como
andamios en ingenieria de tejidos y para la liberacion controlada de farmacos. La PCL
también se utiliza cominmente como segmento flexible en poliuretanos, ya que se reconoce
como un polimero no toxico, ademas que se degrada a una velocidad mas lenta que otros
poliésteres. La degradacion de la PCL y de sus copolimeros procede principalmente por via
enzimatica y depende de su peso molecular, composicién y morfologia. La Figura 1.11 se
muestra la unidad basica de la PCL, mientras que la Tabla 1.6 sefiala algunas de las

principales propiedades de la PCL [111].
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HO "H

Figura 1.11 Estructura de la PCL

Tabla 1.6 Propiedades de Policaprolactona diol

Estado fisico Semicristalino
Temperatura de transicion Vitrea -60° C
Temperatura de fusién 60° C
Temperatura de descomposicion térmica 350° C
Tiempo de resorcién 2- 5 afios
Principal mecanismo de degradacién Hidrolitica y enzimatica
Propiedades superficiales Hidrofébico con pobre adhesién y

proliferacion celular
1.14.3.2 Pluronic F-127, Poloxamer

Entre los copolimeros en bloques anfifilicos més utilizados en formulaciones farmacéuticas
se encuentran los compuestos por bloques derivados de los 6xidos de etileno (hidrofilicos)
y de propileno (lipofilicos) a los que se les conoce con los nombres comerciales de
Pluronic® (BASF) (Figura 1.12) y Synperonic® (ICI)[113]

CHj
/PO\/%\L °
H (@) OH
X y z

X=69, y= 101

Figura 1.12 Estructura quimica de la molécula de Pluronic F-127®

Estos copolimeros poseen masas molares relativas comprendidas entre 1000 y 15000
g-molty un contenido de blogues de poli(6xido de etileno) entre 10 y el 80 por ciento en
masa. Estos polimeros, que poseen un bajo costo de produccion y son biocompatibles,
pueden adoptar distintas estructuras cuando se dispersan en agua, las que dependen de la
proporcion de cada uno de los bloques y de su masa molar relativa. Esta proporcion también
determina la solubilidad y el balance hidrofilico-lipofilico del polimero[114]. Los Pluronic®

tienen en un bloque hidréfilo (6xido de etileno) (PEO) y un bloque hidrofobo (6xido de
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propileno) (PPO) dispuestos en una estructura tipo ABA, es decir, PEO-PPO-PEO. Debido
a su caracter anfifilico estos copolimeros muestran propiedades tensoactivas tales como la
capacidad para interactuar con las superficies hidrofébicas y las membranas bioldgicas
[113]. En diluciones acuosas por encima de la concentracién critica micelar (CMC) los
Pluronic® se auto ensamblan para formar micelas. El nicleo de las micelas se compone de
blogues de PPO hidrofébico que se separan del exterior acuoso por una coraza hidratada
de cadenas de PEO hidréfilos [113]. Los Pluronic® han sido ampliamente empleados en la
liberacion controlada de sustancias, cubiertas para heridas (apésitos bioldgicos) y como
quimio sensibilizadores en terapias contra el cancer. Pese a estas aplicaciones, tienen
algunas desventajas, tales como baja biodegradabilidad, la necesidad de una alta

concentracion para que se produzca la gelificacion y la baja estabilidad del gel in vivo [115].

1.14.4 Segmento Rigido (SR)

Un problema de los poliuretanos tradicionales ha sido la toxicidad de los productos de
degradacion, particularmente los derivados del componente diisocianato [116]. Por ejemplo,
los productos de degradacion de los poliuretanos a base del 4,4’'metilen-di-fenil diisocianato
(MDI) y tolueno diisocianato (TDI) son téxicos. Originalmente estos PUs fueron disefiados
para ser durables, y por lo tanto degradarse muy lentamente, el riesgo del efecto toxico de
sus productos de degradacion era correspondientemente bajo [117]. Sin embargo, los PUs
disefiados para ser biodegradables tienen un riesgo mayor de liberar productos téxicos, por
lo que se prefieren los diisocianatos alifaticos para superar este problema. Por consiguiente,
es frecuente encontrar sistemas biodegradables a base de diisocianatos alifaticos (Tabla
1.7), tales como como el 1,6-hexametilen diisocianato (HDI), el 1,4-butano diisocianato
(BDI) y el 4,4’-metilen bis ciclo hexil diisocianato (HMDI) [118].
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Tabla 1.7 Tipos de isocianatos empleados en la sintesis de poliuretanos [116].

Tipo Nombre y abreviatura Estructura

Aromaticos 4,4’ -metilen bis (fenil isocianato)
(MDI) OCN CH, NCO
Tolueno diisocianato OCN NCO
(TDI)

Alifaticos 1,4-butano diisocianato (BDI) OCN\/\/\
NCO
1,6- hexano diisocianato (HDI) OCN\/\/\/\
NCO

4,4’ -metilen bis (ciclohexil | OCN NCO

isocianato) (HMDI)

1.14.5 Extensores de cadena

Los extensores de cadena utilizados en la sintesis de poliuretanos son moléculas reactivas
de bajo peso molecular cuya composicion quimica permite la obtenciéon de propiedades
elastoméricas de los poliuretanos[119]. Estos extensores de cadena tipicamente tienen
pesos moleculares bajos en el intervalo de 40-300 Dalton y tienen la caracteristica de tener
grupos funcionales hidroxilo o amina. Estos compuestos deben ser bifuncionales para ser
considerados como extensores de cadena, mientras que los compuestos con una mayor
funcionalidad (>2) se consideran agentes para entrecruzamiento o reticulacion. En la
actualidad existe una amplia variedad de extensores de cadena con diferentes
reactividades y grupos funcionales como el glicerol, trimetilol propano, glicoles y
compuestos diamina enlistados en la Tabla 1.8 y Tabla 1.9. La proporcion en el contenido
de segmento rigido en la estructura polimérica de los poliuretano-urea es un factor que
determina las propiedades finales y el desempefio de los materiales. En términos generales,
el contenido de segmento rigido (SR) seré el principal método de control de las propiedades
mecénicas tales como el médulo de almacenamiento y la resistencia a la deformacion, en

adicion a la estabilidad térmica e hidrolitica del material[119].
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Tabla 1.8 Ejemplos de extensores de cadena[119]

Nombre Férmula
Diol lineal (1,4-butanodiol) OHCH,CH,CH,CH,OH
Diol no lineal (2,3-butanodiol) HO
OH
Amina lineal (etilendiamina) H,NCH,CH,NH,
Diol ramificado (trimetilol propano) HZCII—O—CHZ—CHz—OH

Tres extensores de cadena han ganado en los Ultimos afios gran popularidad, el etilenglicol,
1,4-butanodiol y bis-(hidroxietil)hidroquinona. 1,4-butanodiol puede ser considerado como
el extensor de cadena de mayor relevancia para los sistemas elastoméricos, si se desea
aumentar la rigidez del sistema se cuenta con 2,3-butanodiol, el cual puede ser usado como

una mezcla de estereoisémeros [119].

Los extensores de cadena con grupos funcionales hidroxilo reaccionan con el grupo
isocianato a una velocidad lenta lo cual hace necesario el uso de un catalizador para
alcanzar tasas de reaccion y rendimientos mayores. Estos catalizadores son por lo general
organometalicos derivados del estafio como el dibutil-dilaurato de estafio, sin embargo, los
restos de estos catalizadores han mostrado causar inestabilidad térmica en el material
polimérico final [112]. Por otro lado, los extensores de cadena con grupos amina reaccionan
con mayor rapidez que los compuestos que contienen grupos hidroxilo. Debido a que la
extension de cadena es realizada en la segunda etapa de la sintesis de poliuretanos, una
vez que se ha formado el prepolimero mediante la reaccion de sintesis entre un diol y un
diisocianato con la subsecuente formacién del enlace uretano, la utilizacion de compuestos
con grupos hidroxilo como extensores de cadena producira un enlace uretano (carbamato),
sin embargo, el uso de un extensor de cadena con grupos funcionales amino producira un

enlace urea, con lo cual se obtendran un poli(uretano-urea) [112].
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Tabla 1.9 Nombres comunes y estructuras quimicas de algunos extensores de cadena
empleados en la sintesis de poliuretanos[112].

Nombre comun

1,3BD

Glicerina

1,6-HD

HQEE

Sorbitol

Piperazina

IPDA

Nombre quimico

1,3-butanodiol

1,2,3-propanotriol

1,6-Hexanediol

Hidroquinona

hidroxietil éter)

D-glucitol

Dietilen diamina

Isoforona diamina

1.14.5.1 Agua como extensor de cadena

Magnusson and White describieron un poli(uretano-urea) para aplicaciones textiles cuya
principal caracteristica fue su obtencion a partir de la reaccion de un prepolimero éster-
uretano y un exceso de agua [120]. Para la obtencién de este poliuretano se utilizé agua en
exceso al menos 3 veces la cantidad residual de isocianato (NCO) en el prepolimero, a una
temperatura de 70° C. Los isocianatos empleados fueron 2,4-tolueno diisocianato y 2,6-
tolueno diisocianato. La molécula de agua es usada comuUnmente en la sintesis de

poliuretanos como un agente espumante, debido a que produce una molécula de diéxido

di

Estructura

OH

HO-CH,CH,CHCHS
OH

HO-CH,CHCH,-OH

HO-(CH,)4OH

(Bis
HOCH,CH,-O OCH,CH,-OH

OH OH OH OH OH

HOCH,-CHCH-CH-CH-CH-CH,0H

OH
HN NH
N/
CH,
HiC CH3
NH, NH,

de carbono durante la reaccién con el isocianato como se muestra en la Figura 1.13

46



4) R—NCD + H;0 —=— R—NHCOOH —= R— + S0

Isocianato  Agua Acido carbamico Amina
b) R—NCO + R—MNH,; ——m= R—NHCONH—R'
Isocianato Amina Urea

Figura 1.13. Reacciones del isocianato con agua (a) y con la amina formada (b) [118].
1.15 Poliuretanos empleados en la liberacion controlada de farmacos

Las caracteristicas fisicoquimicas de los poliuretanos permiten su aplicacibn como
implantes médicos, andamios biodegradables para ingenieria de tejidos[121] o liberacion
de principios activos de una manera controlada[122]. Mediante la inclusion de grupos
sensibles al pH (grupos carboxilo o amino) o grupos sensibles a la temperatura
(diisocianatos) se puede controlar la velocidad de liberacién de principios. También es
posible controlar la liberacion a partir de mecanismos de biodegradacién, donde la relacién
entre grupos ester:uretano controla directamente la velocidad de hidrdlisis, siendo los
enlaces ester los primero en degradarse produciendo materiales de menor masa molecular,
los enlaces uretanos se degradan en fragmentos mas pequefios que son eliminados del
organismo [122]. La liberacién de farmacos a partir de matrices no biodegradables depende
del mecanismo de difusion, donde la velocidad de liberacién dependera del tamafio y
permeabilidad de la matriz polimérica y la solubilidad del farmaco en dicha matriz. Por otro
lado, el perfil de liberacion de una matriz de poliuretano biodegradable dependera
principalmente de la composicion quimica, la capacidad de hinchamiento, la velocidad de
degradacion y la carga de principio activo inicial [117], [123], [124]. En la Tabla 1.10 se
enlistan algunas de las aplicaciones de los poliuretanos en el transporte y liberacion de

moléculas bioactivas [122][125].
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Tabla 1.10 Aplicaciones de poliuretanos en el transporte y liberacién de moléculas

Sistema de liberacién

Pelicula de poliuretano para
recubrimiento de endoproétesis
vascular (stent)

Recubrimiento de poliuretano de

pellets con farmacos del grupo

Azo

Anillos intravaginales de
poliuretano

Matrices de poliuretano

Matriz de poliuretano
nanoestructurado

Nanoparticulas de poliuretano

Peliculas de poliuretano

Poliuretano con farmaco modelo

colgante

bioactivas[122][125].

Molécula
bioactiva

Gemcitabina

Farmacos

modelo

Dapivirina y

tenofovir

Cefamandol

nafato

Cefamandol

nafato

Adriamycin®

Diacetato de

clorhexidina

Ibuprofeno

48

Descripcion

Liberacion local de farmaco en caso de

tumores malignos pancreaticos o
biliares no resistentes

Doble recubrimiento de pellets, capa
primaria de CMEC y PU-azo, liberacion
especifica en colon

Liberacion sostenida de farmacos con
hidrofobicidad.

mostro liberacion sostenida y Dapivirina

diferentes Tenofovir
liberacién lineal sobre el tiempo

Poliuretano carboxilado cargado con
nanoparticulas de albumina cargadas
con antibitticos
de

nanoparticulas de polialilamina cargas

Albumina suero bovino o
con antibiético, incorporadas en una
matriz de poliuretano

Polimero sensible a la temperatura
sintetizado con PEG- ester L-lisina
diisocianato, 25% de encapsulamiento
Liberacion del farmaco dependiente de
la concentracion de carga y estructura
del sistema.

Inclusién de ibuprofeno en la estructura
La

liberacion del farmaco se realiza en

del polimero via enlaces ester.

base a la degradacion del enlace ester.

Referencia

[126]

[127]

[128]

[129]
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[131]

[132]

[133]



CAPITULO 2

CONJUGADOS POLIMERO-FARMACO A BASE DE PLURONICO, HMDI Y
METFORMINA
(SPU-PLU-MET)
2.1 Materiales

Para la sintesis de la serie SPU-PLU-MET se emplearon los siguientes reactivos

4-4’'metilen bis(ciclohexil isocianato) (HMDI)
Pluronic F127®, Mn = 12,600, (POEx=101 POPy=56)
N’N-dimetilformamida (DMF)

Clorhidrato de metformina (dimetilbiguanida)

Cada uno de los reactivos empleados se almacenaron en condiciones de control de
humedad y se procesaron antes de su uso en cada reaccion. A continuacion, se describe

el proceso realizado para la obtencién de estos materiales

2.2 Sintesis en etapas

Para la preparacion de los poli (uretano-urea) segmentados (PUUS) biodegradables, se
utiliz6 como segmento flexible Pluronic F127 ® con un peso molecular de 12,600 g/mol
(POEx=101), POPy=56). El diisocianato empleado fue 4,4" -metilen bis(ciclohexilisocianato)
(HMDI) y como extensor de cadena se utilizé6 metformina. La reaccion fue catalizada con 2-
etilhexanoato de estafio. Todos los reactivos antes mencionados fueron de marca Sigma-

Aldrich. Como disolvente en la sintesis se utilizé dimetilformamida (DMF).

Los reactivos fueron manipulados bajo atmosfera de nitrégeno o secados a 60° C y presién
reducida para evitar la presencia de agua, la cual puede interferir en la sintesis debido a la

alta reactividad del grupo isocianato.

Para la sintesis de los diferentes PUUS se realiz6 haciendo reaccionar los reactivos en una
proporcion molar de 1:2.05:1:05 de Pluronic F127® diol, HMDI y metformina como el
extensor de cadena, se ajustaron las cantidades empleadas de cada reactivo para obtener

porcentajes de segmento rigido de 20, 30, 40, 50 y 100% de Segmento Rigido (SR).

La molécula de poliuretano obtenida puede ser representada como:
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[(DPD)nE]m

Donde el poliol (P) es Pluronic F127; diisocianato (D) HMDI, y el extensor de cadena
metformina (E), la Figura 2.1 muestra el esquema de la sintesis de la serie con
nomenclatura SPUPLUMet:

Sintesis del prepolimero
(1ra etapa)

/O/\O\ CH3

0 0

X =z

N - ‘ Ao AT A

Yy
HMDI PLURONIC F 127 (x= 101, y= 56, z= 101

A60°C

3h /N,

0.3% Oct-Sn
PREPOLIMERO

CH (6]
NH ’ g C¢O
N O. O. Z
o~ Il x y z
(0]
NH, NH

X ~ HCI
A60°C/3h NH; N N
N, ‘

Metformina HCI

o) CH o
“ v | SOROWIN:
C—NH ‘C/%O\/Ho 0\4\0/ NA NH*C—NH{

(‘)‘ X y z \N
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Figura 2.1. Mecanismo para la formacién de poli(uretano-urea) preparados con Pluronic
F127® y metformina (Met)

La nomenclatura y composicién de las muestras obtenidas se menciona en la Tabla 2.1

Tabla 2.1 Nomenclatura de los poliuretanos obtenidos con Pluronic F127®

HMDI:Met (SR) Abreviatura
Segmento rigido 20% SPU-PLU-Met 20%
Segmento rigido 30% SPU-PLU-Met 30%
Segmento rigido 40% SPU-PLU-Met 40%
Segmento rigido 50% SPU-PLU-Met 50%
Segmento rigido 100% HMDI-Met 100%

50



2.3 Determinacion de propiedades de SPU-PLU-Met

2.3.1 Caracterizacién espectroscépica

Una vez obtenidos los PUUS, se prepararon peliculas de 0.1 mm de espesor por
evaporacion de THF a temperatura ambiente (25° C), en un molde de teflén (100 cm?). Para
la obtencién de esta pelicula se pesaron 2 g del polimero, se disolvié en 20-30 mL de
disolvente (THF) mediante agitacidbn mecanica y se vaciaron en el molde (casting), el cual
se mantuvo en campana de extraccién por un periodo minimo de 48 horas antes de su

recuperacion y respectivo analisis.

2.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de Infrarrojo con transformada de Fourier fueron obtenidos con un
espectrémetro marca Nicolet 8700 (Thermo-Fisher Scientific) usando el aditamento ATR
(Reflectancia Total Atenuada) configurado con un cristal de Seleniuro de Zinc (ZnSe) en el
cual se colocaron las muestras. Cada espectro fue colectado en el intervalo de 4000 a 650

cm™ con una resoluciéon de 4 cm™ empleando el promedio de 50 barridos.

2.3.3 Espectroscopia RAMAN

Los espectros de RAMAN fueron obtenidos utilizando un espectrometro Raman marca
Renishaw, modelo InVia. Este dispositivo cuenta con una capacidad de colectar espectros
en el intervalo Raman de 3300 a 100 cm. Para esto esta configurado con un laser de Argén
con longitud de onda de 633 nm que fue utilizado como fuente de radiacion al 50% de
potencia para la excitaciéon del material analizado a través de un lente objetivo de 50 x

usando 10 ms de exposicion.

2.3.4 Resonancia Magnética Nuclear 1H RMN y 13C RMN

Los espectros de resonancia magnética nuclear para proton *H y 3C fueron obtenidos a
través de un espectrometro de Resonancia marca Variant/Agilent Premium Compat de 600
MHz (14.1 T), el cual utiliza un médulo de gradiente de campo pulsado y una sonda de 5
mm con isotopos para HF/®*N-3'P. Las muestras fueron preparadas disolviendo las
muestras de los polimeros sintetizados en cloroformo deuterado (CDCls) en una proporcion

de 25 mg-mL* de disolvente.
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2.3.5  Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por Rayos X (XPS)

La espectroscopia de fotoelectrones emitidos por Rayos X fue realizada en un
espectrémetro K-Alpha X-Ray (Thermo Fisher Scientific) el cual cuenta con una
configuracién con una fuente monocromatica de Aluminio (Al Ka) con una energia de 1486.6
electro volts (eV), 12 kV y 40 W de potencia. Para el andlisis elemental se utilizé un tiempo
de erosion de 20 segundos usando un cafién de iones de Argon (Ar) con 3 kV y 30 W de
potencia. Las evaluaciones de encuesta fueron grabadas a 100 eV con una energia de
etapa de 1 eV, mientras que las evaluaciones de regiones detalladas fueron obtenidas con
un paso de energia constante de 50 eV con un paso de energia de 0.1 eV. La presién de
andlisis fue de 2 x 10° mbar. Los datos obtenidos fueron analizados usando el software
AAnalyzer versién 1.42 y procesados con Origin 9 (OriginLab Cop, Northhampton, Ma
USA). La metodologia para el andlisis computacional de los resultados esta descrita por
Herrera-Gémez (2012)[134].

2.4  Caracterizacion Térmica

2.4.1  Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La evaluacion de las transiciones térmicas de los polimeros sintetizados fue determinada
usando un calorimetro diferencial de barrido marca Discovery DSC (TA, Instruments, USA),
en el cual se colocaron 5.7 mg = 0.5 de muestra la cual fue encapsulada en una charola de
aluminio y calentada de - 10° C a 170° C con una rampa de calentamiento de 10° C por
minuto en una atmosfera de nitrégeno para el primer ciclo. Luego, la muestra fue enfriada
y mantenida isotérmicamente a -10° C durante 5 minutos para ser calentada nuevamente
a 170° C en un segundo ciclo. Cuando la temperatura de fusion (Tm) fue detectada se
calculd el porcentaje de cristalinidad (Xc) del poliuretano usando la siguiente ecuacion:

AHj
WsxAH ]

%XDSC = x 100 FEcuacién 2.1

Donde:

AHs es la entalpia de fusion de los poliuretanos segmentados obtenidos experimentalmente
usando DSC durante la primera corrida, Wss es la fraccidbn masica teorica del segmento
flexible y AH’ la entalpia del 100% de la fraccion flexible (PLU) reportada como 136.4 J-g°
135]
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2.4.2  Analisis Termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico fue realizado en el equipo TGA-7 (Perkin-Elmer). Se
analizaron 10 mg de muestra en un intervalo de temperatura de 50 a 700° C con una rampa
de calentamiento de 10° C-min en una atmdésfera de nitrégeno. La pérdida de masa de la
primera derivada fue analizada usando Origin 9 (OriginLab Cop, Northhampton, Ma USA) y
se determind la temperatura de descomposicion (Tq) como el valor del pico minimo de la

derivada obtenida de la curva de masa residual vs temperatura.

2.4.3 Analisis Dinamico Mecanico (DMA)

Mediante esta prueba se obtuvo el médulo de almacenamiento (E’) y la Tan &: Se realiz6
en un equipo DMA-7 (Perkin-Elmer). Para este andlisis se emplearon probetas
rectangulares de 18 £1.1 mm de largo, 4 mm de ancho y 0.1 mm de grosor. El equipo fue
operado en el modo de extensién con una carga estatica de 80 mN y carga dinamica de 65
mN, en una frecuencia de 1 ciclo por segundo (1 Hz). La muestra se analiz6 en un intervalo
de temperaturas desde -100° C hasta 100° C usando una tasa de incremento de la

temperatura de 5° C mint.

2.5 Caracterizacion Estructural

2.5.1 Difraccion de Rayos X (DRX)

Para el andlisis de la difraccién de rayos X se empleé el difractometro Siemens D-5000 con
una fuente de radiacion de cobre CuKa (A = 1.5416 A), en intervalo de 26 de 5° a 60°, con
un paso de 3 segundos y una ventana de 0.02° (20). El porcentaje de cristalinidad se calcul6

usando la siguiente ecuacion.

0% XDRX = ﬁ x 100 Ecuacion 2.2

Donde A; es el area bajo la fraccion amorfa 'y Ac es el area bajo la fraccion cristalina.

2.5.2 Microscopia electrénica de barrido de electrones (MEB)

Para este analisis se utilizé el equipo JEOL JMS 6360LV con un voltaje de aceleracion de
20 kV. Este microscopio electronico de barrido esta acoplado a un espectrometro de
energia dispersiva de rayos X (EDX) marca INCA modelo Energy 200). Los andlisis se

realizaron utilizando un tiempo de corrida de 300 segundos.
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2.6  Estudios de Degradacion
Los estudios de degradacion acelerada fueron realizados en ambientes hidroliticos y

oxidativos usando agua destilada, solucion de HCI 2 N, solucién de NaOH 5 M, y una
solucion de H2O: al 30% (P/P). Para este andlisis se emplearon muestras de 1 cm?. Se
utilizé un matraz de bola de 500 mL con sistema de reflujo y columna de enfriamiento para
evitar la pérdida del medio, se calentaron por 24 horas a 100° C (n=3), el promedio pérdida
de masa de las muestras se determind gravimétricamente a partir de la nasa ubucuak (ver

Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Masa inicial de polimero empleado para la evaluacion de la degradacién en
condiciones aceleradas

Material polimérico Masa inicial (gramos)
SPU-PLU-Met 20% 1.061 £0.051
SPU-PLU-Met 30% 1.0549 £0.011
SPU-PLU-Met 40% 1.1140 +0.083
SPU-PLU-Met 50% 1.0754 £0.0.46

2.7 Evaluacion de la Citotoxicidad in-vitro

2.7.1  Cultivo celular

Para la evaluacibn de la citotoxicidad se emplearon células multipotenciales
mesenquimales (DPSC) extraidas de pulpa dental. Estas células fueron obtenidas por
donacion de sujetos a los que se extrajeron piezas dentales de terceros molares por
indicacion de diagnéstico ortodéntico. Estas células fueron cultivadas en frascos de cultivo
T-25 usando 5 mL medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (10% SFB), 2 mM de glutamina y 1% de antibi6ticos (G
penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 mg/mL) a 37° C y atmdsfera 95%:5% de O,:CO..
Una vez que las células alcanzaron el 80% de confluencia, fueron lavadas con solucién
buffer salino de fosfatos (PBS) y desprendidas usando una solucién de 0.25% de tripsina-
EDTA. Las células en suspensioén fueron centrifugadas en una mezcla de DMEM:PBS 1:2
a 1200 rpm durante 10 minutos a 37° C, el sobrenadante fue desechado y el botén celular
fue resuspendido usando medio de cultivo fresco (10% SFB), se realizé un conteo celular
usando hematocitémetro Neubauer para cuantificar el nUmero de células viables por

microscopia x10.
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2.7.2  Evaluacion de la citotoxicidad

Para la evaluacion de la citotoxicidad se utilizo la metodologia descrita en la norma ISO
10993-12 usando el método indirecto [136], [137]. Esta norma indica la utilizacién de
extractos liquidos. Para la obtencién de estos extractos se emplearon discos de los
materiales obtenidos previamente esterilizados por radiacion UV durante 20 minutos. Los
materiales fueron expuestos un total de 10 minutos por lado en la campana de flujo laminar
con la lampara de UV encendida. Una vez pasado este tiempo se sumergieron en medio
de cultivo C con una proporcién de 100:2.5 (mg/mL) muestra: medio, durante la obtencién
de estos extractos no se empled suero fetal bovino. La muestra con el medio de cultivo fue
incubado a 37° C y ocasionalmente agitado para asegurar una distribucion homogénea del
extracto. después de 1, 4 y 7 dias de incubacion los extractos liquidos fueron evaluados en

los cultivos celulares.

Para la evaluacion del efecto de los extractos, las células DPSC fueron sembradas en una
caja de 96 pozos con una densidad de 5 x 102 células por pozo y 100 uL de medio de cultivo
(n=3). Una vez sembradas se dejaron 24 horas para que estas células se adhirieran a la
superficie de la caja de cultivo. Para evaluar la viabilidad celular se utilizé la prueba de
reduccién de resazurina (RZ) a su forma reducida resofurina (RF), las estructuras quimicas
se muestran en la Figura 2.2. La RZ fue agregada segun las especificaciones del fabricante
(CellTiter-Blue Promega) (20% V/V de medio) y cultivada a 37° C por 4 horas. Una vez
pasado el tiempo de incubacién, las células fueron leidas usando lector de placas marca
Cytation 3 a 570 nm y 600 nm de longitud de onda. Los datos obtenidos se analizaron como
el porcentaje de diferencia en reduccidn entre las células control y las tratadas en el ensafio
de viabilidad siguiendo la Ecuacion (2.3):

Yoviabilidad = % x 100 Ecuacion 2.3
201)— 12

donde:
O:1 es el coeficiente de extincion molar (E) de la Resazurina Reducida a 570 nm
Oz es el E de la RZ oxidada a 600 nm
Az es la absorbancia de la muestra a 570 nm;

Az es la absorbancia de la muestra a 600 nm;

P1 es la absorbancia del control positivo a (células con RZ) a 570 nm;
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P2 es la absorbancia del control positivo a 600 nm.

Para evaluar el efecto citotéxico de los extractos de los materiales, los resultados fueron
normalizados respecto al control negativo y se analizaron mediante analisis de varianza

ANOVA de una via considerando los valores de p<0.05 como significativos.

O o} OH
. T
1 N
(0]

Célula viable

Resazurina Resofurina - ) -
290000 000000

200000 000000

XXX KXXXXX{,

NADH/H+ NAD+/H.0 oo0000® 000000
200000 00000

Figura 2.2. Reduccidn de resazurina a resofurina, con el correspondiente cambio de color
2.8 Liberacion (cesion) de metformina in-vitro de SPU-PLU-MET

La evaluacion de la liberacion de metformina se realizé siguiendo los lineamientos
establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM)[138] para la
preparacion de los medios de dilucion. Brevemente, se us6 un vaso de vidrio cerrado
conteniendo 100 mL de solucién salina bufer de fosfatos con pH de 6.8 y una concentracion
de 0.025 M previamente degasificado en el cual se introdujo el material a evaluar en forma
de pelicula, la masa evaluada se enlista en la Tabla 2.3. Para ajustar el pH de la solucién
se empled una solucion de NaOH 0.1 M. El medio receptor fue incubado a 37° C y agitado
continuamente. Se extrajeron muestras de 1 mL al tiempo 0, y cada 5 minutos durante los
primeros 30 minutos, luego cada hora hasta la hora 3, a partir de este tiempo se realizaron
tres medidas mas, a la hora 6, a la hora 10 y a la hora 24 de haber iniciado el experimento.
Cada vez que se extrae una alicuota, el mismo volumen se recuperé con medio fresco con
el fin de mantener el volumen inicial constante. Las muestras recolectadas fueron filtradas
utilizando una membrana de Nylon de 0.25 um (Acrodisc®), y leidas en espectrometro de
UV-Vis usando una cubeta de cuarzo de 1 cm?. Para la cuantificacion de metformina, se
construy6 una curva de calibracion usando metformina HCI en una solucién de (NaOH 0.01

N) en un intervalo de concentracion de 0-50 pg/mL.

Tabla 2.3 Cantidad de metformina por muestra evaluada en la prueba de cesion.
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Material polimérico

SPU-PLU-Met 20%
SPU-PLU-Met 30%
SPU-PLU-Met 40%
SPU-PLU-Met 50%

2.9 Resultados y Discusion

2.9.1 Analisis Espectroscopico FTIR/Raman/RMN

Masa (9)

0.9642
1.0092
0.982

1.0457

Cantidad de
(mg)

45

71

91

118

metformina

Los espectros de FTIR y de RAMAN de la serie PLU se muestran en la Figura 2.3. Los

polimeros sintetizados muestran bandas de absorcién a 3333 cm™ correspondientes el

estiramiento del enlace N-H correspondiente al uretano y la metformina, (N-H) y vibraciones

de estiramiento asimétrico y simétrico en el nimero de onda de 2921 cm™ y 2861 cm™

pertenecientes al grupo -(CH2)- y (CHs) presente en el Pluronic F127® y HMDI. El

estiramiento del doble enlace del grupo carbonilo (C=0) aparece en el nUmero de onda

1716 cm™ para el grupo uretano mientras que a 1635 cm™ aparece la urea formada durante

la condensacién de los grupos isocianato con los grupos amino de la metformina, junto con

la adicién de la reaccion con agua. La sefal correspondiente a la amida Il se localizé en

1557 cm™y a 1241 cm™ el enlace C-N en el grupo uretano y la metformina.
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Figura 2.3. Espectros de FTIR (a) y (b), Raman (c) y (d) de los polimeros sintetizados con
Pluronic F127®.

Las absorciones a 1100 cm™ se atribuyeron a la vibraciéon de estiramiento C-O-C en el
segmento flexible, las cuales aumentaron segiin aumenta el segmento flexible (SF) de 20%
a 50%. A 100% de segmento rigido, la intensidad de la sefial a 1112 cm™ fue baja lo cual
indica la ausencia de grupos éter (C-O-C) propios de Pluronic F127®. La absorcién a 1632
cm? (el cual incluye la urea y C=N de la metformina) y la absorcién a 1447 cm puede ser
tomada como evidencia del incremento del contenido de metformina debido a que se

incremento la intensidad como aumentaba la proporcién de segmento rigido de 20% a 50%.

Por otro lado, la metformina pura puede ser identificada mediante las absorciones a 1622
cm? (C=N), 1475 cm (torsién asimétrica de CHs o la deformacién simétrica del enlace N-
H) y 1447 cm? (deformacién del enlace N-H), 1418 cm? (deformacién N-H o torsién
asimétrica de CHg), 1065 cm™ (estiramiento C-N), 938 cm (torsién o bamboleo del enlace
N-H), 737 cm? (bamboleo N-H) tal como ha reportado por Sheela en 2010 [139]. Los
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espectros Raman de las peliculas de los materiales SPU-PLU-Met se muestran en la Figura
2.3c. En estos espectros SPU-PLU-Met muestra fuertes absorciones Raman a 2850 cm*
(CHa simétrico) y 2931 cm™ (CH. asimétrico) con un incremento en la intensidad para este
pico proporcional al incremento del segmento rigido. Correspondientemente, la absorcién a
2870 cm* esta relacionada con el incremento del contenido rigido. Finalmente, la sefial de
absorcion a 1441 cm también incrementa con el contenido de segmento rigido. Al igual
que el espectro de metformina pura, las absorciones a 801 cm™ incrementan con el
contenido de segmento rigido (Figura 2.3d). Sin embargo, las tipicas absorciones
principales de la metformina pura a 3370 cm™ (estiramiento N-H), 3307 cm™ (estiramiento
asimétrico N-H), 3168 cm™ (estiramiento asimétrico N-H), 2817 cm™ (enlace CH3) 1647 cm-
! (deformacion N-H o enlace C=N), 1470 cm™ (deformacién simétrica N-H), 936 cm™ (torsién
N-H), 737 cm? (N-H bamboleo) y 422 cm? (deformacién del enlace C-N-C) no se

observaron o presentaron un fenémeno de enmascaramiento en el espectro Raman [139].

2.9.2 Resonancia Magnética Nuclear de protén (*H) y carbono (*3C).

El espectro obtenido de la resonancia de proton (*H RMN) y carbono (**C RMN), de los
diferentes materiales se muestran en la Figura 2.4. En el espectro se aprecian las
principales sefiales relacionadas con el segmento flexibles (SF) y el segmento rigido (SR).
Sefiales a 3.62 ppm (O-CHy>), 3.39-3.54 ppm (CH-CH) y 1.13 ppm (CHs3) se asignaron a los
grupos presentes en la estructura quimica de Pluronic F127 ® POE-POP-POE. La
intensidad de la sefial en estos desplazamientos quimicos disminuyé de manera
proporcional conforme la cantidad de segmento rigido aumenté. La sefial observada a 2.27-
1.97 ppm (asignada al grupo metilo) aumenté lo cual es una evidencia del aumento en la
incorporacién de metformina al polimero, en concordancia con lo reportado por Gadape y
colaboradores en 2011 [140]. En relacion con el proton (NH) del grupo uretano, la urea o la

biguanida se logré observar a 7.1, 7.3 0 6.99 ppm como se esperaba.

En relacion a los resultados obtenidos en la resonancia de carbono, se observé que las
sefales relacionadas con el grupo O-C en POE y POP se presentaron en un
desplazamiento quimico de 73.38 ppm, 73.16 ppm, 72.97 ppm, 72.8 ppm, 71.69 ppm y
71.53 ppm, mientras que el grupo CH; se localiz6 en los desplazamientos 70.54 ppm, 69.5
ppm y 69.06 ppm para los materiales que tuvieron 20% de segmento rigido, los demas
materiales tuvieron los mismos desplazamientos con un ligero corrimiento. Finalmente, las

sefales a 17.42 ppm y 17.31 ppm se asignaron al CHz en la metformina mientras que el
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CHs proveniente del grupo POP en Pluronic fue localizado en los desplazamientos quimicos
13.65 ppmy 13.52 ppm. El atomo de carbono unido a nitrégeno fue observado a 75.54 ppm,
75.38 ppmy 75.13 ppm en el material SPU-PLU-Met 20% y se desplazé ligeramente debido
al aumento del segmento rigido en 30%, 40% y 50%. Estas sefales redujeron su intensidad
de 20% a 50% de segmento rigido, lo cual sugiere que pertenecen al uretano. A 206.8 ppm
se detect6 a C=0, mientras que a 30.9 ppm se asignaron los carbonos CHs; de la
metformina, aunque esta sefial solo se detectdé en el material SPU-PLU-Met 50%.
Nuevamente, las sefiales a 158 ppm o a 160 ppm de la imina (C=N) se lograron observar

en el espectro de *C.
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rigido. (a) *H (protdn), (b) 3C.
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2.9.3 Composicion elemental superficial por XPS y EDX

Los espectros de las peliculas de SPU-PLU-Met se muestran en la Figura 2.5. El 4tomo de
carbono fue detectado a 284.5 eV (C-C), a 286.5 eV (C-O) y a 288.0 eV (C=0 y C-N)
mientras que el oxigeno fue observado a 532.8 eV (C-0O) y 533.5 eV (C=0). Finalmente, el
nitrdgeno se observé a 399.1 eV (C-N) y 401-403 eV (*NHs). Los segmentos de Poliéxido
de etileno de las muestras de Pluronic F127® exhiben carbonos a 286.5 eV y picos de
oxigeno a 532.8 eV. Por lo tanto, la sefal para el carbono de los enlaces C-O se redujo
mientras que la sefal de oxigeno aumento en los poliuretanos analizados de 20% a 50%
de segmento rigido (SR). Sin embargo, debido a la formacién del enlace uretano, (O=C-O-
C), tanto el pico de carbono como el de oxigeno aumentaron. El modelo del segmento
rigido, referido como HMDI-Met 100%, es una poli(urea) que muestra solo dos energias de
enlace del atomo de carbono a 284.5 eV y 285.5 eV sin la distincién entre carbonos CH, y
CH provenientes del HMDI o en enlace C=N de la metformina. Se observaron dos sefiales
para Ols a 531.2 eV y 532.5 eV y dos para N1s a 399.9 eV y 401-403 eV. La presencia de
metformina puede ser inferida de la presencia del pico 401-403 eV (C=N). Sin embargo, los
picos a 401 eV sugieren la presencia de una amina clorhidrato, pero Cl 2ps» no se observa
a196.6 eV.
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En la Tabla 2.4 se muestra la composicion elemental obtenida por las técnicas EDX y XPS.
La técnica de EDX permitié obtener claramente la tendencia del nitrégeno a aumentar en
correspondencia con la cantidad de segmento rigido que aumenta. XPS es una técnica mas
superficial (hasta 10 nm) que muestra menos cantidad de nitrégeno, pero con la misma
tendencia que EDX. Por otro lado, la cantidad de oxigeno que se esperaba fuera menor
cuando aumentara la cantidad de segmento rigido (SR) (menor cantidad de Pluronic F127®
fue empleada durante la sintesis), pero esto no es el caso para las muestras con porcentaje
de SR entre 20%-50%, sin embargo, a 100% de SR confirm6 cuando Pluronic F127® esta
completamente ausente.

Tabla 2.4. Composicion elemental en % SPU-PLU-Met
Porcentaje atdmico de cada elemento

Material Técnica (%)
C N (@)

EDX 65.9 + 0.47 3.81 +£0.49 30.1 + 0.37
SPU-PLU- Met-20%

XPS 71.73 0.65 27.62

EDX 68.4 + 0.54 5.49 + 0.55 26 £ 0.75
SPU-PLU-Met 30%

XPS 87.18 1.89 10.93

EDX 522 +1.6 5.38 £+ 0.39 42.4 + 1.96
SPU-PLU-Met 40%

XPS 87.35 1.66 10.99

EDX 67.6 £ 0.50 5.63+£0.42 26.7 £ 0.14
SPU-PLU-Met 50%

XPS 87.04 1.29 11.67

EDX 71.5+0.99 15+ 1.30 13.2+0.35

HMDI:Met 100%
XPS 89.72 5.64 4.65

2.9.4 Propiedades Térmicas (DSC, TGA, DMA)

Los termogramas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las muestras SPU-PLU-
Met muestran las caracteristicas de un poliuretano semicristalino debido a la presencia de
Pluronic F-127 el cual, en su forma pura exhibe solo un pico de fusién T,=59.0° C atribuible
a la region flexible del poliuretano. Ademas, se puede apreciar en la Figura 2.6, que el
proceso de fusion de los segmentos flexibles (SF) de Pluronic F127® es un proceso
complejo debido a la presencia de varias regiones con diferentes conformaciones o arreglos

moleculares que funden a diferentes temperaturas [141].
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Figura 2.6. Termogramas DSC de los materiales sintetizados SPUPLUMET con 20%, 30%,
40%, 50% y HMDI-Met 100% de SR. (a) primera corrida, (b), segunda corrida.

Durante la primera evaluacion de andlisis calorimétrico, SPU-PLU-Met 20% mostré una
transicion endotérmica en un intervalo de temperatura de 35-49° C con un pico maximo a
44° C, la cual puede ser considerada como la temperatura de fusion del segmento flexible,
principalmente el dominio compuesto por poli-6xido de etileno. En cuanto a SPU-PLU-Met
30%, se observé una transicion endotérmica en un intervalo de temperatura entre 36.5° C
y 48.5° C con la caracteristica de que el pico de fusién se presenta con dos temperaturas
maximas, a 40.3° C y 44.3° C indicando la fusion de la porcién de POE, similar a SPU-PLU-
Met 20% (44° C), y la presencia de una segunda region cristalina con menor tamafio y
temperatura (40.3° C). Este fendbmeno que se aprecia como una division de la temperatura
de fusion se puede relacionar con las condiciones de solidificacién del material, donde la
exposicion a variaciones de temperatura durante proceso de nucleacién y por lo tanto el
tamafio de las regiones cristalizadas puede ocasionar variaciones en la temperatura de
fusion [142]. Para el caso de SPU-PLU-Met 40% el proceso de transicion endotérmico
sucede en un intervalo de temperatura mas amplio, entre 37.95° C y 49.3° C con una
temperatura maxima que se determin6 a 44° C. La amplitud en este proceso se relaciona
con una mayor heterogeneidad en el contenido de regiones cristalinas, atribuible a una
mayor cantidad de segmentos rigidos que generan subdominios de diferentes tamarios,
formas y capacidades térmicas. En el caso de SPU-PLU-Met 50% podemos observar una
transicion endotérmica en el intervalo de 41° C a 46.9° C con un pico maximo a 43.1° C.

Esta transicion ademas de ser en un intervalo de temperaturas corto se observa un proceso
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con menor energia debido principalmente a un menor tamafio y proporcion de la regién
cristalina del material polimérico. Por otro lado, se muestra una transicion entre 23° C y

25.4° C con una mayor area relacionada con la transicién endotérmica del segmento rigido.

De manera similar, se detectd una transicion entre 100° Cy 117° C la cual se puede atribuir
a los segmentos rigidos, ya que el material modelo del segmento rigido HMDI-Met-100%
(RS), exhibe la misma transicién endotérmica alrededor de los 86.3° C. Por otro lado, se
aprecia una transicion térmica cercana a los 237.5° C que puede ser atribuida a la fusion
de metformina, cuya T, = 230.7° C [143].

Durante la segunda corrida del analisis calorimétrico, se detectaron picos de fusion a 40.9°
C, 38.3° C, 39.8° C y 34.3° C en un intervalo de temperaturas mas amplio comparado con
la primera corrida, para los compuestos con 20 %, 30 %, 40 % y 50 % de SR, de manera
respectiva. Estos resultados sugieren que la incorporacion de Pluronic F127® en el
poliuretano reduce el valor de T, y con esto se forman una variedad de cristales de
diferentes tamafios lo cual produce que el pico de fusién se ensanche y divida. Sin embargo,
el porcentaje de cristalinidad tiene a reducirse con la cantidad de segmento rigido como se
muestra en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Propiedades térmicas de SPU-PLU-MET.

Temperaturadel = Temperatura : - : -
Cristalinidad Cristalinidad

Poliuretano pico (° C) del pico (° C)
: : por DSC (%) por DRX (%)
1ra corrida 2da corrida
254
SPU-PLU-MET 50% 34.3 19.1 -
43.1
24.6
SPU-PLU-MET 40% 39.8 24.9 21.3
44.2
23.8
SPU-PLU-MET 30% 40.3 38.3 30.4 34.8
44.3
23.0
SPU-PLU-MET 20% 440 40.9 41.9 38.7

HMDI-MET 100% - - - -
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a)

Pérdida de masa (%)

2.9.4.1 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico mostré al menos dos temperaturas de descomposicion para
los poliuretanos con 20%, 30%, 40% y para el modelo de segmento rigido (SR), HMDI:Met
100%, mientras que para el poliuretano sintetizado con 50% de segmento rigido (SR), se
observd tres temperaturas de descomposicion en la primera derivada del andlisis

termogravimétrico como se muestra en la [144].

Figura 2.7 (b). Para el polimero SPU-PLU-Met 20% la T41=317° C y T4.=396° C muestran
una descomposicion de 22% y 77% respectivamente. Para SPU-PLU-Met 30% T4:=386° C
y Ta2=542° C con un porcentaje de 88% y 5% de descomposicion térmica respectivamente.
Para SPU-PLU-Met 40% las temperaturas de descomposicion fueron Tq1=344° C y
T42=405° C con porcentajes de degradacion térmica de 27% y 68% respectivamente. Para
SPU-PLU-MET 50% se presentaron tres temperaturas de descomposicion, T41=364° C,
Te=411 y Ty3=457° C con porcentajes de degradacion térmica de 37%, 47% y 11%
respectivamente. Estos resultados muestran que todos los polimeros de la serie SPU-PLU-
Met son térmicamente estables por debajo de 300° C y presentan un incremento de la
estabilidad (Tq1) relacionada directamente con el aumento en el contenido de segmento
rigido. En este mismo tenor, el andlisis térmico de Pluronic F127® muestra dos
temperaturas de descomposicion térmica, Tgu=357.3° C y a T4-371° C, las cuales

corresponden a las fracciones POE y POP respectivamente, por otro lado, metformina

b)

HMDI:Met 100%

HMDI:Met 100%

SPUPLUMet 50%

SPUPLUMet 50% 470.394

i SPUPLUMet 40%
SPUPLUMet 40%

| SPUPLUMet 30%
SPUPLUMet 30%
SPUPLUMet 20% 343

T SPUPLUMet 20% (541.324, -0.10787)

DTGA
1

T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (° C) Temperatura (° C)

muestra dos temperaturas de descomposicion a Tg1=255.6° Cy a T4>-311° C [144].
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Figura 2.7. Termogramas del Andlisis Termogravimétrico de SPUPLUMET con 20%, 30%,
40%, 50% y 100% de SR. (a) porcentaje de masa, (b) primera derivada.

2.9.4.2 Analisis Dinamico-Mecéanico (DMA)

El Analisis Dinamico-Mecénico mostré que la transicion alfa cominmente asociada a la
temperatura de transicion vitrea (T,) de un polimero, esté cercana a los —80° C para SPU-
PLU-Met 20% y a -50° C para SPU-PLU-Met 50% lo cual nos muestra una tendencia al
aumento de la temperatura de Tg4 en funcion del aumento de segmento rigido (SR) como se
muestra en la Figura 2.8 (b).
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Figura 2.8 Termogramas de SPU-PLU-Met con 20%, 30%, 40%, 50 % y 100 % de SR.
(a) médulo de almacenamiento, (b) Tan &

0.20

2.9.5 Propiedades Mecanicas Mediante (DMA)

El andlisis dinamico mecanico también nos permite interpretar la dependencia entre el
mdédulo de almacenamiento (E) y la temperatura (° C). El médulo de almacenamiento inicial
a -100° C se presenté con mayor valor para SPU-PLU-Met 20% y SPU-PLU-Met 40% como
se muestra en la Figura 2.8a . Sin embargo, a 25° C, el médulo de almacenamiento
disminuy6 a 362.0 MPa, 140.5 MPa, 155.5 MPa y 159.5 MPa para SPU-PLU-Met 20%,
SPU-PLU-Met 30%, SPU-PLU-Met 40% y SPU-PLU-Met 50%, respectivamente. A 37° C,
temperatura corporal y cercana a la temperatura de fusion, los valores del médulo de
almacenamiento disminuyeron a 239.0 MPa, 107.0 MPa, 41.1 MPa, y 122.9 MPa de manera
correspondiente a los materiales mencionados. Finalmente, a 60° C el mddulo de
almacenamiento fue de 22.1 MPa, 93.0 MPa, 28.0 MPa y 111.9 MPa. A esta temperatura
(60° C), se observa el posible efecto del entrecruzamiento de las cadenas poliméricas

durante el calentamiento. Después de esta temperatura, SPU-PLU-Met 50% exhibi6 el
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mayor mdédulo de almacenamiento, lo cual nos sugiere un efecto de reforzamiento debido
a la presencia de segmento rigido (SR). La Tabla 2.6 resume las propiedades dinamico-

mecénicas de estos polimeros.

Tabla 2.6 Dependencia del médulo de almacenamiento con la temperatura

Mddulo de 5 5
: Médulo de Moédulo de
: almacenamiento : :
Material (MPa) almacenamiento (MPa) almacenamiento (MPa)
a
37°C 60° C
25°C
SPUPLUMET 20% 362.0 239.0 22.1
SPUPLUMET 30% 140.5 107.0 93.0
SPUPLUMET 40% 155.5 41.1 28.0
SPUPLUMET 50% 159.5 122.9 111.9

2.9.6  Analisis de Difraccion por Rayos X (DRX)

Los resultados de los difractogramas obtenidos del analisis de los materiales de la serie
SPU-PLU-Met se muestran en la Figura 2.9. Se incluye el patrén de difraccion de Pluronic
F127®, metformina y del modelo del Segmento Rigido (HMDI:Met 100%) con la finalidad
de comprar los valores de 26 con los obtenidos en las muestras analizadas. Pluronic F127®
muestra un patrén de difraccion con dos valores caracteristicas de 26=19.2° y 26=23.4°.
Por otra parte, metformina muestra valores de 26=17.8°, 22.5°, 23.3°, 28.4°, 29.5°, 35.8° y
39.5° principalmente debido a la formacion de dimeros y tetrAmeros en el empaquetamiento
molecular al momento de cristalizar [143]. De los difractogramas obtenidos se observé que
el compuesto modelo (HMDI:Met 100%) y SPU-PLU-Met 50% se presentan en forma
amorfa, es decir, no presenta patrones de difraccion comparables a estados cristalinos. Por
otro lado los compuestos SPU-PLU-Met 40%, SPU-PLU-Met 30% y SPU-PLU-Met 20%
muestran patrones de cristalizaciéon con valores de 26=18.9°, 22.9°, 27.8°, 28.8°, 31.9°,
33.6° y 38.4°, de los cuales, 26=18.9°, 22.9° se relacionan directamente con la presencia
de Pluronic F127® en el material polimérico, de igual manera, los valores de 26=28.8°,
31.9°, 33.6° y 38.4°, se relacionan directamente con la presencia de metformina, cuyos
valores de 26=28.4°, 31.3°, 35.8° y 39.4° se obtuvieron en el andlisis de difraccién de rayos
X. Con relacion a SPU-PLU-Met 50%, este material no present6 valores de 26 y en su lugar
se observo una region amorfa lo cual puede sugerir la presencia de metformina en el

material en la misma conformaciéon amorfa.
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Figura 2.9 Difractogramas de SPU-PLU-Met con 20%, 30%, 40%, 50% y 100% de SR. Se
incluyen los DRX de Pluronic F127® y metformina.

2.9.7 Estudios de degradacién
Para la evaluacién de la pérdida de masa se utilizaron diferentes medios: agua destilada,

perdxido de hidrégeno 30 %, solucion de &cido clorhidrico 2 N y solucién de hidroxido de
sodio 5 M siguiendo la metodologia descrita por Cauich-Rodriguez y colaboradores [145].
Los resultados se muestran en la Tabla 2.7. El agua destilada causé solo una pequefia
pérdida de masa en el material, siendo mayor en el material SPU-PLU-Met 20% (9.4% +
1.71%) y menor en SPU-PLU-Met 40% (5.49% + 3.43%). Sin embargo, la pérdida de masa
se increment6 en la degradacion acida y alcalina, siendo practicamente completa en la
solucion de peroxido de hidrégeno. Bajo condiciones acidificadas y alcalinas, la
degradacion de SPU-PLU-Met 50% fue menor, debido a una mayor estabilidad en la masa
residual cercana al 60%. En contraste con SPU-PLU-Met 20%, que solo tuvo una masa

residual entre el 30% y 35% de su masa original.
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Tabla 2.7 Porcentaje de pérdida de masa posterior a la degradacién hidrolitica de SPU-PLU-

Met
Material

SPU-PLU-MET 50%
SPU-PLU-MET 40%
SPU-PLU-MET 30%

SPU-PLU-MET 20%

H20
6.23 £ 2.77
5.49 + 3.43
6.05+3.51

9.44 +1.71

2.10.1 Evaluacion de la citotoxicidad in-vitro

H20>
100
100
100

100

HCI NaOH
40.88 + 4.35 39.7 +£ 3.88
90.5+2.8 47.7 £5.44
48.9 +9.18 445 + 8.57

64.3+132 210 59.6+4.04

Todos los materiales sintetizados exhibieron buena viabilidad celular cuando se evaluaron

en cultivos celulares (Figura 2.10). En los resultados no se presenta una reduccion en la

viabilidad debido al incremento en la cantidad de segmento rigido que se considere

estadisticamente significativo (ANOVA p=0.05). También en los resultados se puede

apreciar una relacion con el tiempo de extraccion y la viabilidad, siendo menor a los 4 dias

para todos los materiales, después de ese tiempo, la viabilidad celular aumenta a los 7 dias,

lo cual fue mas notable para SPU-PLU-Met 20%. la viabilidad celular se evalu6 en células

derivadas de pulpa dental, las cuales mostraron mucha facilidad para su mantenimiento.
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Figura 2.10 Citotoxicidad de SPU-PLU-Met evaluada con el método indirecto (extractos) a los
dias 1, 4y 7. Determinacién evaluada con resazurina (RZ) * diferencia significativa entre las
muestras evaluadas y el control (DMEM)
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2.10.2 Liberacion (cesion) de metformina in-vitro de SPU-PLU-Met

La liberacion de metformina se hizo a partir del material polimérico sintetizado.
Aproximadamente 1.0 gramos se emplearon en un frasco de cristal con tapa (para evitar la
evaporacion del medio), se agregaron 100 mL de PBS preparado conforme a la
Farmacopea de Estados Unidos Mexicanos (FEUM) (6.8 g de K:HPO, en 100 mL de agua
destilada desgasificada). El material se incub6 a 37° C, tomando alicuotas a los tiempos 0,
5, 10, 15, 60, 60, 120, 180, 360, 600, 1440 (24 horas) y 10080 minutos (7 dias). La lectura
se realiz6 a 232 nm en celdas de cuarzo utilizando una alicuota de 3 mL, la cual fue
inmediatamente se recuperaba con medio fresco a la misma temperatura, el medio se

mantuvo en agitacién constante [138].

En la Figura 2.11 se muestra el liberacion de metformina a partir de los materiales
sintetizados en un intervalo de 7 dias. La cantidad de metformina liberada esta relacionada
directamente con la cantidad de SR de cada material y se muestra en la Tabla 2.8. De esta
manera SPU-PLU-MET 50% y SPU-PLU-MET 20% mostraron una de la metformina en un
comportamiento con efecto rafaga (Burst). Esto se debid principalmente a que el material
SPU-PLU-MET 50 % tiene un mayor contenido de segmento rigido (SR) y el material SPU-
PLU-MET 20% tiene un mayor contenido de Pluronic F127®, el cual es altamente hidrofilico,
lo cual favorecio la liberacion de metformina. La cantidad liberada de metformina fue de 40

Mg, para Los materiales con 20 % y 50 % de SR en un periodo de 24 horas.

Tabla 2.8. Porcentaje de liberacién de metformina en PBS pH 6.8 (Volumen 100 mL)

: : Masa liberada @ Masa liberada
% liberado 24 % liberado 7

Poliuretano : 24 horas 7 dias
horas dias
(H9) (H9)
SPU-PLU-MET 50% 3.42 3.46 4036 4092
SPU-PLU-MET 40% 3.71 3.92 3378 3567
SPU-PLU-MET 30% 2.79 3.51 1985 2497
SPU-PLU-MET 20% 8.75 8.80 394 3963
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Figura 2.11 Liberacién de metformina en medio bufer de fosfatos (USP) de SPU-PLU-Met
20%, 30%, 40% y 50% (datos ajustados a diferentes modelos de cinética de liberacion)

En el caso de la liberacion desde la superficie, el farmaco atrapado en la capa superficial
de las peliculas de los polimeros obtenidos es liberado de manera instantanea al entrar en
contacto con el medio. La liberacion inicial en el caso de SPU-PLU-Met 20% fue 8% del
contenido de metformina durante los primeros minutos 5 minutos, para después reducir la
velocidad de liberacién en este medio. Este comportamiento se repitié en los materiales
SPU-PLU-Met 40 y 50% con liberaciones de 2.4 y 2.6% respectivamente en los primeros 5-
10 minutos. En el caso de SPU-PLU-Met 30% se observé una menor velocidad de liberacion
con un porcentaje de liberacion en los primeros 5-10 minutos de 1.4 a 1.8% de metformina
contenida en el material polimérico estudiado. Este comportamiento de liberacion nos da
una idea de la rapidez con que se alcanza el estado de equilibrio donde los procesos de

degradacion hidrolitica acida o enzimatica controlan la velocidad de liberacion de
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metformina. En la Tabla 2.9 se muestran los coeficientes de correlacion y las constantes
cinéticas para los datos ajustados a un modelo cinético durante la liberacion de metformina.
Cabe destacar que el modelo que mejor se ajusta a la cinética de liberacién para los
materiales SPU-PLU-Met 30% y 40% es el de Korsmeyer-Peppas con una R? de 0.9913 y
0.9734 respectivamente. Dado que su coeficiente de difusién n fue de 0.0485 y 0.1125
respectivamente se considera un comportamiento

Tabla 2.9. Coeficiente de correlacion y constantes cinéticas para los datos ajustados a un
modelo cinético durante la liberacién de metformina a partir de materiales poliméricos

Orden cero Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas
Poliuretano

R2 ko R2 k1 Rz kH Rz k n
SPU-PLU-MET 50% | 0.0378 | 0.0064 4 0.4391 | 1.9831 | 0.1008 | 0.08595 | 0.0136 | 3.3888 | 0.0015
SPU-PLU-MET 40% | 0.1359 | 0.0107 | 0.6444 | 1.7594 | 0.2654 | 0.1451 | 0.9734 | 3.7848 | 0.0485
SPU-PLU-MET 30% | 0.3661 | 0.0078 | 0.9393 | 1.2004 | 0.5528 | 0.1756 | 0.9913 | 1.9865 | 0.1125

SPU-PLU-MET 20% | 0.0145 | 0.0039 | 0.2783 | 4.1703 | 0.0442 | 0.1480 | 0.0019 | 8.7093 | 0.003
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CAPITULO 3.

CONJUGADOS POLIMERO-FARMACO A BASE DE POLI-CAPROLACTONA,
HMDI Y METFORMINA
(SPU-PCL-MET)

3.1 Materiales

e 4-4metilen bis(ciclohexil isocianato) (HMDI)
e poli(e-caprolactona) (PCL, PM=2000)
e N'N-dimetilformamida (DMF)

e Clorhidrato de metformina (di-metilbiguanida)

Cada uno de los reactivos empleados se almacenaron en condiciones de control de
humedad y se procesaron antes de su uso en cada reaccién. A continuacion, se describe

el proceso realizado para la obtencion de estos materiales

Para la preparacion de los materiales poli(uretano-urea) segmentados (PUUS)
biodegradables, se siguié la metodologia descrita por Solis-Correa et al en 2013 [146]
igualmente descrita en el Capitulo 2. En esta reaccion de sintesis se siguio el procedimiento
de 2 etapas donde se utilizé poli-e-caprolactona diol (PCL diol) con un peso molecular de
2000 g/mol como segmento flexible. Este diol reaccion6 con 4,4’-metilen
bis(ciclohexilisocianato) (HMDI) el cual fue colocado en exceso en presencia de 2-
etilhexanoato de estafio (octoato de estafio, OctSn) como catalizador para formar el
prepolimero durante 3 horas a 60° C y agitacién constante en ambiente de nitrégeno. En la
segunda etapa, el prepolimero resultante fue sometido a una reaccién de extension con
metformina (dimetilbiguanida) para formar el segmento rigido (SR). Como disolvente en la
sintesis se utilizé dimetilformamida (DMF) anhidra. Los reactivos fueron manipulados bajo
atmaosfera de nitrégeno y secados a 60° C en presién reducida durante 24 horas previas a

la sintesis.

3.2 Sintesis en etapas

1.- Primera etapa: Obtencién de prepolimero por medio de la reaccion de la PCL diol con el
diisocianato (HMDI) a 60°C y 0.3% de octoato de estafio como catalizador en disolucion
de DMF durante 4 h.
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2.- Segunda etapa: Reaccién el prepolimero obtenido en la etapa previa con cantidades
equimolares del extensor de cadena por 2 h. Para incluir la metformina, esta se disolvid
previamente en DMF a la cual se agregaron 500 pL de trietilamina (TEA) como

secuestrante del ion cloro, para favorecer la solubilizacion.

3.- Lavado: El producto de reaccién fue precipitado en agua destilada a 4° C para detener la
reaccion, se mantuvo en agitacion constante por al menos 12 horas, para posteriormente
ser lavado exhaustivamente con agua destilada para eliminar los residuos de la reaccion.

Finalmente, el producto fue secado a presion reducida a 60 °C por 24 h.

4.-Para la sintesis de los diferentes PUUS se sigui6 el procedimiento mencionado para obtener
la proporciéon molar de 1:2.05:1:05 de PCL diol, HMDI y metformina se realizaron los

célculos para obtener proporciones de segmento rigido de 20%, 30%, 40%, 50%.

5. Segmento rigido modelo (HMDI-Met 100%), se empleé el material sintetizado previamente

descrito en el Capitulo 2.
La molécula de poliuretano obtenida puede ser representada como:
[(DPD)nE]m

Donde el poliol (P) es la PCL; el diisocianato (D) HMDI, y el extensor de cadena metformina
(E), a continuacién, se muestra la Figura 3.1 donde se muestra la sintesis de la serie con
nomenclatura SPU-PCL-Met:
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Figura 3.1 Mecanismo de reaccién en la sintesis de la serie SPU-PCL-Met.

La nomenclatura y composicion de las muestras obtenidas se menciona en la Tabla 3.1,

donde se mencionan los nombres asignados a los materiales obtenidos.

Tabla 3.1 Nomenclatura de los poliuretanos obtenidos.

HMDI:Met (SR) Abreviatura
Segmento rigido 20% SPU-PCL-Met 20%
Segmento rigido 30% SPU-PCL-Met 30%
Segmento rigido 40% SPU-PCL-Met 40%
Segmento rigido 50% SPU-PCL-Met 50%
Segmento rigido 100% HMDI:Met 100%
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3.3 Determinacién de propiedades de SPU-PCL-Met

3.3.1 Caracterizacidén espectroscopica
Una vez obtenidos los PUUS, se prepararon peliculas de 0.2 mm de espesor siguiendo la

metodologia descrita en el Capitulo 2.

3.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de Infrarrojo con Transformada de Fourier fueron obtenidos con un
espectrometro marca Nicolet 8700 (Thermo-Fisher Scientific ) usando el aditamento ATR
(Reflexion Total Atenuada) configurado con un cristal de Seleniuro de Zinc (ZnSe) en el cual
se colocaron las muestras. Cada espectro fue colectado en el intervalo de 4000 a 650 cm?

con una resolucién de 4 cm™ empleando el promedio de 50 barridos.

3.3.3 Espectroscopia RAMAN

Los espectros de RAMAN fueron obtenidos utilizando un espectrémetro marca Bruker
Innova. Este dispositivo cuenta con una capacidad de colectar espectros en el intervalo
Raman de 3300 a 100 cm™. Para esto esta configurado con un laser de Argén con longitud
de onda de 633 nm que fue utilizado como fuente de radiacion al 50% de potencia para la
excitacion del material analizado a través de un lente objetivo de 50 x usando 10 ms de

exposicion.

3.3.4 Resonancia Magnética Nuclear (*H) y (*3C) RMN

Los espectros de resonancia magnética nuclear para proton *H y 13C fueron obtenidos a
través de un espectrometro de resonancia marca Variant/Agilent Premium Compat de 600
MHz (14.1 T), el cual utiliza un médulo de gradiente de campo pulsado y una sonda de 5
mm con isotopos para 'H°F/*>N-*1P. Las muestras fueron preparadas disolviendo las
muestras de los polimeros sintetizados en cloroformo deuterado (CDCls) en una proporcién

de 25 mg-mL* de disolvente.

3.3.5 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por Rayos X (XPS)

La espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X fue realizada en un espectrometro
K-Alpha X-Ray (Thermo Fisher Scientific) el cual cuenta con una configuracion con una
fuente monocromatica de Aluminio (Al Ka) con una energia de 1486.6 electro volts (eV), 12
kV y 40 W de potencia. Para el andlisis elemental se utiliz6 un tiempo de erosion de 20

segundos usando un cafion de iones de Argdén (Ar) con 3 kV y 30 W de potencia. Las

79



evaluaciones de encuesta fueron grabadas a 100 eV con una energia de etapa de 1 eV,
mientras que las evaluaciones de regiones detalladas fueron obtenidas con un paso de
energia constante de 50 eV con un paso de energia de 0.1 eV. La presion de analisis fue
de 2 x 10° mbar. Los datos obtenidos fueron analizados usando el software AAnalyzer
version 1.42 y procesados con Origin 9 (OriginLab Cop, Northhampton, Ma USA). La
metodologia para el analisis computacional de los resultados esta descrita por Herrera-
Gomez en 2012 [134].

3.4  Caracterizacion Térmica

3.4.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La evaluacion de las transiciones térmicas de los polimeros sintetizados fue determinada
usando un calorimetro diferencial de barrido marca Discovery DSC (TA, Instruments, USA),
en el cual se colocaron 5.5 mg 0.5 de muestra la cual fue encapsulada en una charola de
aluminio y calentada de -10° C a 170° C con una rampa de calentamiento de 10° C por
minuto en una atmosfera de nitrégeno para el primer ciclo. Luego, la muestra es enfriada y
mantenida isotérmicamente a -10° C durante 5 minutos para ser calentada nuevamente a
170° C en un segundo ciclo. Cuando la temperatura de fusion (Tm) fue detectada se calcul6

el porcentaje de cristalinidad (X¢) del poliuretano usando la siguiente ecuacion:
%XPSC = AHBW  xAH) x 100 Ecuacion 2.1
Donde:

AH: es la entalpia de fusidn de los poliuretanos segmentados obtenidos experimentalmente usando
DSC durante la primera corrida, Wss es la fraccion masica tedrica del segmento flexible y AH’ es la

entalpia del 100% de la fraccion flexible (PCL) reportada como 140 J-g*

3.4.2 Anadlisis Termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico fue realizado en el equipo TGA-7 (Perkin-Elmer). Se
analizaron 25 mg de muestra en un intervalo de temperatura de 50 a 700° C con una rampa
de calentamiento de 10° C-min* en una atmoésfera de nitrégeno. La pérdida de masa de la
primera derivada fue analizada usando Origin 9 (OriginLab Cop, Northhampton, Ma USA) y
se determiné la temperatura de descomposicion (Tq4) como el pico después de obtener la

derivada de la curva de masa residual contra la temperatura.
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3.4.3  Analisis Dinamico Mecanico (DMA)

Mediante esta prueba se obtuvo el médulo de almacenamiento (E’) y la Tan &: Se realizo
en un equipo DMA-7 (Perkin-Elmer). Para este andlisis se emplearon probetas
rectangulares de 15-20 mm de largo, 4 mm de ancho y 0.1 mm de grosor. El equipo fue
operado en el modo de extensién con una carga estatica de 80 mN y carga dindmica de 65
mN, en una frecuencia de 1 ciclo por segundo (1 Hz). La muestra se analiz6 en un intervalo
de temperaturas desde -100° C hasta 100° C usando una tasa de incremento de la

temperatura de 5° C min'.

3.5 Caracterizacion estructural

3.5.1 Difraccion de Rayos X (DRX)

Para el andlisis de la difraccion de rayos X se empleé el difractdmetro Siemens D-5000 con
una fuente de radiacion de cobre CuKa (A = 1.5416 A), en intervalo de 26 de 5° a 60°, con
un paso de 3 segundos y una ventana de 0.02° (20). El porcentaje de cristalinidad se calcul6

usando la siguiente ecuacion:

0% XDRX — ﬁ x 100 Ecuacion 2.2

Donde A, es el area bajo la fraccion amorfa y Ac es el area bajo la fraccion cristalina.

3.5.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para este analisis se utilizé el equipo JEOL JMS 6360LV con un voltaje de aceleracion de
20 kV. Este microscopio electrénico de barrido posee un aditamento que permite realizar
microanalisis superficial el cual utiliza un espectrémetro de energia dispersiva de rayos X
(INCA Energy 200). Los analisis se realizaron utilizando un tiempo de corrida de 300

segundos.

3.6  Estudios de degradacion

Los estudios de degradacion acelerada fueron realizados en ambientes hidroliticos y
oxidativos usando agua destilada, solucion de HCI 2 N, solucién de NaOH 5 M, y una
solucién de H.0; al 30% (P/P). Para este andlisis se emplearon muestras de 1 cm?. Se
utilizé un matraz de bola de 500 mL con sistema de reflujo y columna de enfriamiento para
evitar la pérdida del medio, se calentaron por 24 horas a 100° C (n=3), el promedio pérdida

de masa de las muestras se determing gravimétricamente.
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La liberacion de metformina se hizo a partir de la masa inicial de material polimero (g)
indicada en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Masa inicial de polimero empleado para la evaluacién de la degradacion en
condiciones aceleradas.

Material polimérico Masa (gramos)
SPU-PCL-Met 20% 1.0193
SPU-PCL-Met 30% 0.9549
SPU-PCL-Met 40% 1.0840
SPU-PCL-Met 50% 1.0044

3.7 Evaluacion de la citotoxicidad in-vitro

3.7.1 Cultivo celular

Para la evaluacion de la citotoxicidad se emplearon células multipotenciales
mesenquimales (DPSC) extraidas de pulpa dental. Estas células son obtenidas por
donacidon de sujetos que se extraen piezas dentales terceras molares por indicacion de
diagnéstico ortodoéntico. Estas células son cultivadas en frascos de cultivo T-25 usando 5
mL medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (10% SFB), 2 mM de glutamina y 1% de antibi6ticos (G penicilina 100
U/mL, estreptomicina 100 mg/mL) a 37° C y atmoésfera 95%:5% de O,:CO.. Una vez que
las células alcanzaron 80% de confluencia, fueron lavadas con solucién buffer salino de
fosfatos (PBS) y desprendidas usando una solucion de 0.25% de tripsina-EDTA. Las células
en suspensién fueron centrifugadas en una mezcla de DMEM:PBS 1:2 a 1200 rpm durante
10 minutos a 37° C, el sobrenadante fue desechado y el boton celular fue resuspendido
usando medio de cultivo fresco (10% SFB), se realizé un conteo celular usando
hematocitometro Neubauer para cuantificar el nimero de células viables por microscopia

Optica usando un objetivo con x10 de aumento.

3.7.2  Evaluacion de la citotoxicidad

Para la evaluacion de la citotoxicidad se utilizé la metodologia descrita en la norma ISO
10993-12 usando el método indirecto [136], [137]. Esta norma indica la utilizacion de
extractos liquidos. Para la obtencion de estos extractos se emplearon discos de los
materiales obtenidos previamente esterilizados por radiacion UV durante 20 minutos. Los
materiales fueron expuestos un total de 10 minutos por lado en la campana de flujo laminar
con la lampara de UV encendida. Una vez pasado este tiempo se sumergieron en medio

de cultivo C con una proporcion de 100:2.5 (mg/mL) muestra: medio, durante la obtencion
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de estos extractos no se empled suero fetal bovino. La muestra con el medio de cultivo fue
incubado a 37° C y ocasionalmente agitado para asegurar una distribucion homogénea del
extracto. Después de 1, 4 y 7 dias de incubacién los extractos liquidos fueron evaluados en

los cultivos celulares.

Para la evaluacion del efecto de los extractos, las células DPSC fueron sembradas en una
caja de 96 pozos con una densidad de 5 x 102 células por pozo y 100 pL de medio de cultivo
(n=3). Una vez sembradas se dejaron 24 horas para que estas células se adhirieran a la
superficie de la caja de cultivo. Para evaluar la viabilidad celular se utilizé la prueba de
reduccion de resazurina (RZ) a su forma reducida resofurina. La RZ fue agregada segun
las especificaciones del fabricante (CellTiter-Blue Promega) (20% V/V de medio) y cultivada
a 37° C por 4 horas. Una vez pasado el tiempo de incubacion, las células fueron leidas
usando lector de placas marca Cytation 3 a 570 nm y 600 nm de longitud de onda. Los
datos obtenidos se analizaron como el porcentaje de diferencia en reduccién entre las
células control y las tratadas en el ensafio de viabilidad siguiendo la descrita en el Capitulo
2 (Ecuacion 2.3):

(0241)-(0143)

(0,P1)—(0.Py) * 100 Ecuacion 2.3

%viabilidad =

donde:

01 es el coeficiente de extincion molar (E) de la Rezosurina Reducida a 570 nm

O:2 es el E de la RZ oxidada a 600 nm

A1 es la absorbancia de la muestra a 570 nm;

Az es la absorbancia de la muestra a 600 nm;

P1 es la absorbancia del control positivo (células con RZ) a 570 nm;

P2 es la absorbancia del control positivo a 600 nm.

Para evaluar el efecto citotdxico de los extractos de los materiales, los resultados fueron
normalizados respecto al control negativo y se analizaron mediante analisis de varianza
ANOVA (p<0.05)

3.8 Liberacion (cesion) de metformina in-vitro de SPU-PCL-Met

La evaluacion de la liberacion de metformina se realiz6 siguiendo los lineamientos
establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), usando un vaso

de vidrio con tapa conteniendo 100 mL de solucion salina bufer de fosfatos con pH de 6.8
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y una concentracion de 0.025 M previamente degasificado. Para ajustar el pH de la solucién
al indicado se empled una soluciéon de NaOH 0.1 M. Las cantidades evaluadas se indican
en la Tabla 3.3. El medio receptor fue incubado a 37° C y agitado continuamente. Se
extrajeron muestras de 1 mL al tiempo 0, y cada 5 minutos durante los primeros 30 minutos,
luego cada hora hasta la hora 3, a partir de este tiempo se realizaron tres medidas mas, a
la hora 6, a la hora 10 y a la hora 24 de haber iniciado el experimento. Cada vez que se
extraia una alicuota, el mismo volumen se reponia con medio fresco con el fin de mantener
el volumen inicial constante. Las muestras recolectadas fueron filtradas utilizando una
membrana de Nylon de 0.25 um (Acrodisc®) y leidas en espectrometro de UV-Vis usando
una cubeta de cuarzo de 1 cm? Para la cuantificacion de metformina se construyé una
curva de calibracion usando metformina HCI en una solucién de (NaOH 0.01 N) en un
intervalo de concentracion de 0-50 pg/mL.

Tabla 3.3 Cantidad de metformina por muestra evaluada en la prueba de cesion de los
materiales SPU-PCL-Met

Cantidad de Metformina

Material polimérico Masa (9)

(mg)
SPU-PCL-Met 20% 0.9642 45
SPU-PCL-Met 30% 1.0092 71
SPU-PCL-Met 40% 0.982 91
SPU-PCL-Met 50% 1.0457 118

3.9 Resultados y discusion

3.9.1 Analisis espectroscopico FTIR/Raman

Los espectros de FTIR y de Raman de la serie PCL se muestran en la Figura 3.2. Los
polimeros sintetizados muestran bandas de absorciéon a 3370-3357 cm™ por el estiramiento
del enlace N-H correspondiente al uretano, y vibraciones de estiramiento asimétrico y
simétrico en el nimero de onda de 2925 cm™ y 2850 cm™ pertenecientes al grupo -(CH,)-
presente en la PCL y HMDI. El estiramiento del grupo carbonilo (C=0) aparece en el nimero
de onda 1730 cm™? y 1635 cm™ el cual nos incluye los grupos éster (COOC) de la PCL y del
grupo urea, el encalce C=0 del uretano tiende a aparecer alrededor de 1715 cm-, sin
embargo, en los materiales SPU-PCL-Met queda enmascarado debido a las sefales
obtenidas de los carbonilos de PCL. La sefial correspondiente a la Amida I, las cuales

pertenecen a la flexion del enlace N-H y al estiramiento del enlace C-N en el grupo uretano
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se localizaron en 1557 cm?y 1237 cm? respectivamente. En el material con 100%
segmento rigido la sefial a 1150 cm? es de baja intensidad, pero en cambio en los
materiales con 20%, 30%, 40% y 50% de segmento rigido aparece la sefial a 1159-1164
cm? atribuido a los grupos C-O-C existentes en el segmento flexible de la PCL. A 1636 cm-
! se ha encontrado una sefial del grupo HNCONH que pertenece al bamboleo o movimiento
de tijera de los hidrégenos de la urea formada, esto se presenta debido a la reaccion que
acontece en los grupos residuales de isocianato del prepolimero con los grupos amino de
la metformina y el agua durante el proceso de lavado del material polimérico al momento
de su precipitacion después de la sintesis. Por otro lado, metformina puede ser identificada
mediante las absorciones a 1626 cm™ (deformaciéon N-H), 1456 cm™* (deformacién N-H),
1418 cm? (deformacién N-H), 1065 cm? (estiramiento C-N), 931-935 cm™ (deformacién
fuera del plano del enlace N-H), 731-735 cm™ (bamboleo N-H) [139].

Mediante espectroscopia Raman es aln mas claro que los grupos carbonilos son menos
intensos que en infrarrojo y estos aumentan a un menor contenido de SR (20%) y estan

ausentes en el compuesto con 100% de SR, es decir, sin PCL.
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Figura 3.2 Espectros vibracionales de SPU-PCL-Met, (a) y (b) FTIR, (¢) y (d) RAMAN

3.9.2 Resonancia Magnética Nuclear de protén (*H) y carbono (13C).

Para la determinacion de metformina en los polimeros sintetizados con PCL se realiz6 H
RMN y 3C RMN. Los espectros obtenidos para la resonancia de protén (ver Figura3.3ay
b) mostraron sefiales a 3.39 ppm de desplazamiento, sefiales tipicas de protones

adyacentes a atomos de nitrdgeno (N) del grupo uretano y del grupo amina.

En el espectro se aprecian las principales sefiales relacionadas con el segmento flexible
(SF) Policaprolactona (PCL). Sefiales para los protones del ciclohexano (HMDI) en
desplazamientos de 3.7 ppm junto con las sefiales del metileno (CH2) que forman una serie

de picos en desplazamientos entre 1,47 y 1.64 ppm, los cuales estan presentes en el
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segmento rigido (HMDI) y en el segmento flexible (PCL). Aunado a esto encontramos una
sefial a 8.1 ppm, aunque solo pudo detectarse en el material HMDI:Met. Por otro lado,
sefales a 3.70 ppm (O-CH), 4.06 ppm (OCHO-CH) y 1.68 ppm (CH,-CH>) se asignaron a
los grupos presentes en la estructura quimica de PCL. La sefial observada a 1.5 ppm se
relaciona con los grupos metilo de la metformina, sefial que aumento de tamafio conforme
aumento la cantidad de SR en el material, como se esperaba, en concordancia con lo
reportado por [140]. En relacién con los resultados obtenidos en la resonancia de 3C, se
observo que las sefiales relacionadas al grupo O-C en PCL se presentaron en un
desplazamiento quimico de 67.7 69.26, y 64.5 ppm, mientras que el grupo CH- se localizé
en desplazamientos 69.47 ppm para los materiales obtenidos. Por otro lado, los
desplazamientos para CHs de la metformina, encontrados en 13.65 y 13.52 ppm en
SPUPLUMet, estuvieron presentes a 32.39 ppm. A 173.35 ppm se detecté a C=0.
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3.9.3 Composicion elemental superficial por XPS y EDX

Los resultados mostraron un incremento en el contenido de nitrégeno conforme de aumenta
la concentracion de metformina, esto es, con el aumento de los segmentos rigidos. La
presencia de varios tipos de nitrégeno es evidente en el espectro XPS (Figura 3.4) en la
zona especifica de 410 a 395 eV donde nitrégenos provenientes de los uretanos (OOCNH),
ureas (HNCONH) y aquellos provenientes de la metformina (C=N) fueron detectados
durante la deconvolucion. El atomo de carbono fue detectado a 285 eV (C-C), a 287 eV (C-
0O) y a 289 eV (C=0 y C-N) mientras que el oxigeno fue observado a 532 eV y 534 eV
(C=0). De igual manera, el nitrégeno se observo a 399 eV (C-N) y 401-403 eV (*NH). Los
segmentos de poli caprolactona de los PUUS, exhiben carbonos a 285 eV y picos de
oxigeno a 533-534 eV. Al igual que con la serie SPU-PLU-Met, las sefiales para el carbono
de los enlaces C-O se reduce mientras aumenta la sefial para el enlace C-O en proporcién
al aumento del SF, de igual manera, la formacion del enlace uretano (O=C-O-C), el pico de
carbono y de oxigeno aumentan. El modelo del segmento rigido, HMDI-Met 100%, solo
contiene enlaces urea, no contiene enlaces uretano, por lo tanto, solo tendra energias de
enlace del atomo de carbono a 284.5 eV y 285.5 eV, igual que en el Capitulo 2, el andlisis
no puede diferenciar entre los carbonos CH» y CH provenientes del HMDI o en el enlace
C=N de la metformina. Por ultimo, podemos afirmar la presencia de metformina debido a
presentacion de los picos a 401-403 eV (C=N) en todos los materiales SPU-PCL-Met

analizados.
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Figura 3.4 Espectros XPS de SPU-PCL-Met para carbono, oxigeno y nitrégeno.

La Tabla 3.4 muestra la composicion elemental obtenida tanto por EDX y por XPS. En este

caso, los resultados del porcentaje atbmico de cada elemento muestran una tendencia de

disminucion del contenido de nitrégeno, a excepcioén del material con 40% de SR. Es

importante relacionar la tendencia de aumento de contenido de &tomos de carbono

conforme aumenta el SR y la tendencia de disminucion del &tomo de oxigeno, de igual

manera, conforme aumenta SR. Sin embargo, el contenido de atomos de nitrégeno se

mantiene dentro de un intervalo de 1.5-1.9% para los materiales, menos para el que tiene

40% de SR. Cabe destacar que esta técnica es superficial, hasta 10 nm. Por otro lado, en
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este material podemos apreciar claramente la tendencia de disminucion de oxigeno cuando
aumentamos la cantidad de segmento rigido (menor cantidad de PCL fue empleada durante
la sintesis).

Tabla 3.4 Composicion porcentual de los elementos atdmicos que integran los materiales

sintetizados para la serie SPU-PCL- Met
Porcentaje Atdmico de cada elemento

Material Técnica
C N (@]
SPU-PCL-20% EDX 66.1% + 0.88 6.76 £ 1.32 27.34 % + 1.07
XPS 93.83% 1.9% 4.27%
SPU-PCL-30% EDX 74.56% + 0.05 - 25.25% + 0.05
XPS 92.22% 1.76% 6.02%
SPU-PCL-40% EDX 73.33% + 1.18 3.28% + 1.85 23.63% + 0.69
XPS 92.76% 2.89% 4.35%
SPU-PCL-50% EDX 76.95% + 0.20 -- 22.77% +0.175
XPS 81.01% 1.51% 17.48%
100% EDX 72.03% + 0.81 14.35% + 1.06 13.26 % +0.29
XPS

3.9.4 Propiedades térmicas (DSC, TGA, DMA)

Los termogramas se muestran en la Figura 3.5 con la caracteristica de que solo a bajos
contenidos de segmento rigido, como en el caso de SPU-PCL-Met 20%, se detectan
transiciones de fusidn correspondientes a la PCL [147] y que este evento térmico no se
detect6 en los materiales con 30%,40%, 50% o 100% de SR. Esto se puede relacionar con
una falta de organizacion de la estructura del polimero sintetizado en un orden
semicristalino y que esto solo ocurre cuando el SR es lo suficientemente bajo como para
moadificar significativamente el grado de cristalinidad de un material. Esto se relaciona con
la ausencia de nucleacién molecular o la falta de organizacién que permite que los nicleos
de cristalizacién se expandan y crezcan por lo que se produce un aumento en la dispersién

de rayos X.
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Figura 3.5 Termograma de DSC de SPUPCLMet

Sin embargo, el porcentaje de cristalinidad desaparece con la cantidad de segmento rigido
como se muestra en la Tabla 3.5 y solo el material con 20% de SR muestra un fraccién

cristalina debido a la presencia de la PCL (50° C).

Tabla 3.5. Propiedades térmicas de SPU-PCL-Met

Temperatura Temperatura o -
. . : Cristalinidad = Cristalinidad
Poliuretano del pico (° C) del pico (° C)
: ; por DSC (%) por DRX (%)
lra corrida 2da corrida
SPUPCLMET 50% - - - -
SPUPCLMET 40% - - - -
SPUPCLMET 30% - - - -
SPUPCLMET 20% 50.4 39.2 41.9 38.7

HMDI-MET 100% -

3.9.4.1 Analisis Termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico mostré al menos dos temperaturas de descomposicion para
los PUUS con 20%, 30%, 40% y para el modelo de segmento rigido (SR), HMDI:Met 100%,

mientras que para el poliuretano sintetizado con 50 % de segmento rigido (SR), se

observaron tres temperaturas de descomposicion, como se muestra en la Figura 3.6 (a).
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Figura 3.6 Termogramas de la serie SPU-PCL-Met que muestran las temperaturas de

descomposicion. a) Curva DTGA b) % de pérdida de masa (TGA)
Para el polimero SPU-PCL-Met 20 % la T1=371° C y T:=474° C, con un porcentaje de
degradacion de 93% y 3% respectivamente, mientras que para SPU-PCL-Met 30%

Ta=343° Cy Te2=441° con porcentajes de degradacién de 83% y 9% respectivamente.

Para SPU-PCL-Met 40% T4:=352° C y T42=443° C con un porcentaje de degradacion de
73% y 9% respectivamente. Por ultimo, para SPU-PCL-Met 50% se encontraron tres
temperaturas de descomposicién térmica, Tg1=350° C, T4,=401° C y Tq3=452° C, con
porcentajes de degradacion de 61%, 13% y 19% respectivamente. Estos resultados
demuestran que todos los polimeros de la serie SPU-PCL-Met también son térmicamente
estables por debajo de 300° C con una ligera disminucién de la estabilidad (Tq1) 371° C >
343° C (AT=28° C). La PCL pura muestra una temperatura de descomposicion 365° C
correspondiente a la pirdlisis. La degradacién térmica en un ambiente inerte (atmésfera de
nitrdgeno) produce la ruptura de la cadena de poliéster mediante una reaccién de pirdlisis
del éster con la subsecuente liberacién de CO,, H;O y la formacién de grupos carboxilicos
(4cido carboxilico). Este proceso se ha descrito por Vogel y Siesler [148] que libera acido
5-hexendico. Por otro lado, la metformina pura muestra dos temperaturas de
descomposicién a 255.6° C y a 311° C. De esta manera podemos ver como ocurre una
disminuciéon de la Tq1 debido a una disminucién de la fase condensada del material
proporcional al aumento del porcentaje de SR que se incorpora en el material. Este
fendmeno también nos puede indicar de un proceso de internalizacion de la fraccion rigida

del PUUS dejando expuesta una parte de la cadena polimérica que es mas sensible a la
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degradacién térmica, lo cual también ayudaria a explicar la presencia de una segunda etapa
de degradacién. Por otro lado, la relacién de la degradacién con el grado de cristalinidad

nos muestra una relacion entre la Tq: Y la cristalinidad.Andlisis Dindmico-Mecéanico (DMA)

El Andlisis DindAmico-Mecénico mostré que la transicion alfa comunmente asociada a la
temperatura de transicion vitrea (T4) de un polimero, esta cercana a los — 40° C para SPU-
PCL-Met 20 % y a -35° C para SPU-PCL-Met 50 % lo cual nos muestra una tendencia a la
disminucion de la temperatura de T4 en funcién del aumento de segmento rigido (SR)
(Figura 3.7).

En los termogramas de DMA (Figura 3.7) se aprecia la temperatura de transicion vitrea (Tg)
de la fase amorfa de la PCL. La transicion se presenta como un pico ancho alrededor de -
39° C es intenso a bajos contenidos de segmentos rigidos (30%) y disminuye en intensidad
y se desplaza a temperaturas mayores conforme se aumenta el contenido de segmentos
rigidos (50%). De este andlisis también observamos que el médulo de almacenamiento es
mayor para bajos contenidos de segmentos rigidos o altos contenidos de PCL debido a la
mayor cristalinidad de esta muestra, similar a los resultados obtenidos mediante DSC. Esto
puede explicarse debido a dos situaciones: 1) la formacion de dominios cristalinos en el
interior del material polimero de tamafios muy pequefios de tal manera que la periodicidad
no se mantiene, lo cual produce un material con caracteristicas amorfas, y a 2) la
caracteristicas hidrofébica de la Policaprolactona afecta la conformacion tridimensional del
material polimérico debido a las interacciones entre este material y las caracteristicas
hidrofilicas de la metformina y el enlace uretano-urea. Por otro lado, se observé un ligero
aumento en el modulo de almacenamiento conforme se aumentaba el contenido de
segmentos rigidos, lo cual se relaciona directamente con las interacciones de corto y largo

alcance entre los grupos uretano-urea que aumenta en proporcién con el segmento rigido.

3.9.5 Propiedades Mecénicas Mediante (DMA)

El Andlisis Dinamico Mecanico también nos permite interpretar la dependencia entre el
mdédulo de almacenamiento (E) y la temperatura (°C). El médulo de almacenamiento inicial
a -100° C se presentd con mayor valor para SPU-PCL-Met 30 % y SPU-PCL-Met 50 %
(3.39 x 102 MPa) y (2.14 x 10® MPa) respectivamente (Figura 3.7). Sin embargo, a 25° C,
el médulo de almacenamiento disminuy6 a 109.09 MPa, 18.09 MPa, 37.93 MPa y 387.48
MPa para SPU-PCL-Met 20 %, SPU-PCL-Met 30 %, SPU-PCL-Met 40 % y SPU-PCL-Met
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50 %, respectivamente. A 37° C, temperatura corporal y cercana a la temperatura de fusion,
los valores del médulo de almacenamiento disminuyeron a 64.23 MPa, 15.56 MPa, 27.85

MPa, y 343.5 MPa de manera correspondiente a los materiales mencionados.

4.0x10° 4

—— SPU-PCLVet 20%
—— SPU-PCL-Met 30%
—— SPU-PCL-Met 40%
—— SPU-PCL-Met 50%

)

5 2.0x10°

Mddulo (Pa

0 5 A0 B 60 40 2 0 20 0 60 80 100
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 3.7 Termograma de DMA de SPU-PCL-Met

Finalmente, a 60° C el mddulo de almacenamiento fue de 0 MPa, 10.08 MPa, 15.72 MPa 'y
263.92 MPa. A esta temperatura (60° C), se observa el posible efecto del entrecruzamiento
de las cadenas poliméricas durante el calentamiento el cual est4 presente de manera
excepcional en el material SPU-PCL-Met 50%, sin embargo, el material con 20% de SR
fallé y perdi6 su integridad fisica perdiendo el modulo de almacenamiento. Después de esta
temperatura, SPU-PCL-Met 50% exhibié el mayor médulo de almacenamiento, lo cual nos
sugiere un efecto de reforzamiento debido a la presencia de segmento rigido (SR). La Tabla

3.6 resume las propiedades dinAmico-mecanicas de estos polimeros.

Tabla 3.6 Dependencia del médulo de almacenamiento con la temperatura

Modulo de Modulo de Médulo de
Material almacenamiento almacenamiento almacenamiento

(MPa) (MPa) (MPa)

25°C 37°C 60° C
SPU-PCL-MET 20% 109.09 64.23 --
SPU-PCL-MET 30% 18.09 15.56 10.08
SPU-PCL-MET 40% 37.93 27.85 15.72
SPU-PCL-MET 50% 387.48 343.5 263.92
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3.9.6 Determinaciéon Estructural

En la Figura 3.8 se muestran los patrones de difraccion donde se puede apreciar
claramente la naturaleza semicristalina y amorfa de los polimeros sintetizados de la
serie SPU-PCL-Met, en este caso solo se presentan reflexiones a 21.37°, 21.95° y
23.63° las cuales pueden ser atribuidas a PCL. Estas difracciones solo estan
presentes en SPU-PCL-Met 20% Yy después desaparecen completamente, es decir,
los demas materiales sintetizados son completamente amorfos. Sin embargo, a pesar de
que la metformina es un compuesto cristalino y que deberia ser mas evidente a altos
contenidos de segmentos rigidos, no se observd un aumento de la cristalinidad,
posiblemente a que las caracteristicas hidrofébicas de PCL evito la formacién de dominios
cristalinos de metformina.

) \

30 21

—— SPUMet-20% SR
—— SPUMet-30% SR
25 —— SPUMet-40% SR
—— SPUMet-50% SR

Intensidad

Figura 3.8 Patrones de difraccion de SPUPCLMet

3.9.7 Estudios de degradacion

El comportamiento de los materiales en funcién del medio en el que se encuentran rodeados
nos permite comprender las vias por las cuales un material cambia sus propiedades
mecanicas y fisicoquimicas [145], [149]. EI cambio en estas propiedades es importante
debido a las mdltiples aplicaciones que tienen los biomateriales, como el caso de
recubrimientos de marcapasos e injertos vasculares, en los cuales se puede considerar que
los biomateriales son bioestable [145]. Por otro lado, el ambiente en el cual se encuentran
los tejidos en el cuerpo suelen ser condiciones que aceleran la degradacion de los
materiales sintéticos debido a la presencia de ambientes acidos, oxidantes o a la

calcificacion [145]. Un ejemplo de estos ambientes es el producido por los neutréfilos y
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monocitos, células del sistema inmunolégico que liberan acido hipocloroso (HCIO) e
hidrolasas lisosomales como parte de una reaccion contra objetos extrafios[150]. Al igual
gue en el Capitulo 2, se utilizé agua destilada, peroxido de hidrogeno 30 %, solucién de
acido clorhidrico 2 N y solucién de hidroxido de sodio 5 M. Los resultados se muestran en
la Tabla 3.7. Al igual que con las muestras preparadas con PCL, el agua destilada causo6
solo una pequenfia pérdida de masa en el material, siendo mayor en el material SPU-PCL-
Met 20% (10.8% * 2.11 %) y menor en SPU-PCL-Met 50% (2.49 % + 1.88 %). Sin embargo,
la pérdida de masa se increment6 en la degradacion &cida y alcalina, siendo practicamente
completa en la solucion de peréxido de hidrogeno. Bajo condiciones &cidas y alcalinas, la
degradacion de SPU-PCL-Met 50 % fue menor, debido a una mayor estabilidad en la masa
residual cercana al 43 % y 48%. En contraste con SPU-PCL-Met 20 %, que solo tuvo una
masa residual entre el 30 y 35% de su masa original.

Tabla 3.7 Porcentaje de pérdida de masa después de la degradacion hidrolitica de SPU-PCL-
Met

Poliuretano H>O H20> HCI NaOH

SPU-PCL-Met 50% 2.49+1.88 100 57.11+2.15 52.3£1.58
SPU-PCL-Met 40% 5.49+3.43 100 60.5+2.1 58.5+2.44
SPU-PCL-Met 30% 6.05+3.51 100 63.9+7.18 69.5+3.57
SPU-PCL-Met 20% 10.8+2.11 100 74.3+13.2 71.6£4.04

3.9.8 Evaluacion de la citotoxicidad in-vitro

Todos los materiales analizados mostraron una viabilidad dentro de lo esperado, entre el
75 y 100% de la viabilidad comparada con el control positivo (solo medio de cultivo
suplementado sin extractos) (Figura 3.9). De manera similar a los materiales sintetizados
con Pluronic F127®, al inicio del experimento (24 horas) sucede una disminucién del conteo
de celular, que se muestra como una reduccion de la viabilidad el cual es mas evidente si
se relaciona el contenido de SR, de tal manera que podemos apreciar una mayor reduccion
de la viabilidad al dia 1 en los materiales con 20% de SR el cual se recupera en los dias 4
y 7. También en los resultados se puede apreciar una relacién con el tiempo de extraccion
y la viabilidad, siendo mayor para el dia 4 para el material SPU-PCL-Met 30% y mayor en
el dia 7 para el resto de los materiales ensayados. Los resultados no mostraron diferencia

significativa al compararse con el control positivo.
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Figura 3.9 Citotoxicidad de SPU PCL MET evaluada a1, 4y 7 dias. * diferencia significativa
entre las muestras evaluadas y el control (DMEM)

3.9.9 Liberacion (cesién) de metformina in-vitro de SPU-PCL-Met

La liberacién a partir de los materiales sintetizados se hizo siguiendo la metodologia
descrita en el Capitulo 2, de igual manera se colocaron tiras de los materiales sintetizados
con una masa aproximada de 1 gramo (ver Tabla 3.3), en un vaso de vidrio con tapa
hermética, con 100 mL de buffer de fosfatos preparado y degasificado como se indica en la
Farmacopea de Estados Unidos Mexicanos (FEUM). ElI material se incub6 a 37° C,
tomandose muestras cada 0, 5, 10, 15, 60, 60, 120, 180, 360 y 600, 1440 (24 horas) y
10080 minutos (7 dias) (n=3). La lectura se realiz6 a 232 nm en celdas de cuarzo utilizando
una alicuota de 3 mL, los cuales inmediatamente se reponian con medio fresco a la misma

temperatura, se agitaba gentilmente y se esperaba a la siguiente toma de muestra [138].
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Figura 3.10. Liberacién de metformina en medio bufer de fosfatos (USP) de SPU-PCL-Met
20%, 30%, 40% y 50% (datos ajustados a diferentes modelos de cinética de liberacion)

En la Figura 3.10 se muestra la cantidad de metformina que fue liberada de manera
continua a partir de los materiales sintetizados hasta por 7 dias. La cantidad de metformina
liberada se muestran en la Tabla 3.8. Brevemente, se ajustaron los perfiles de liberacion a
los cuatro modelos descritos en el Capitulo 1. A diferencia del material sintetizado con
Pluronic F127®, los materiales sintetizados con PCL liberaron un minimo de 820 ug (SPU-
PCL-Met 50%) y un maximo de 4063 pg (SPU-PCL-Met 20%) de metformina durante el
periodo de 7 dias. Sin lugar a dudas la caracteristicas hidrofébica [151] del material
conjugado (Policaprolactona) hace que existan dominios hidrofébicos lo cual no favorece la
liberacion de metformina, similar a lo reportado por Hammady y colaboradores [151]. De
igual manera SPU-PCL-Met 20 % y SPU-PLU-Met 20 % mostraron aproximadamente el
mismo porcentaje de liberacion (8.69% y 8.75% respectivamente). La cantidad liberada de
metformina fue de 4022 ug, para los materiales con 20 % y 40 % de SR. A diferencia de la
serie de materiales con Pluronic®, los materiales con PCL y 50% de SR mostraron una muy
lenta liberacion de metformina. En la Tabla 3.9 se muestran los coeficientes de correlacion
(R?) y las constantes cinéticas calculadas para los datos ajustados a los modelos de
liberacion descritos en el Capitulo 1. De esta manera, en el caso de los materiales SPU-

PCL-Met el modelos que mas se ajusto para fue el de Korsmeyer-Peppas con un valor de
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R? de 0.9744, 0.9883 para los materiales SPU-PCL-Met 50% y SPU-PCL-Met-30%,
respectivamente. Los demas materiales (SPU-PCL-Met 40% y SPU-PCL-Met-20%) no
mostraron ajuste a ninguno de los modelos empleados (ver Tabla 3.9)

Tabla 3.8. Porcentaje de liberacion de metformina en PBS pH 6.8 (Volumen 100 mL)

Masa liberada

% liberado % liberado Masa liberada 7 dias

Poliuretano : 24 horas
24 horas 7 dias (ng)
(Hg)
SPU-PCL-MET 50% 0.654 1.09 820.2 1375.4
SPU-PCL-MET 40% 4.35 4.35 4011.7 4011
SPU-PCL-MET 30% 4.32 5.34 3089.7 3820.76
SPU-PCL-MET 20% 8.69 8.57 4063.8 4022

Tabla 3.9. Coeficiente de correlacidén y constantes cinéticas para los datos ajustados a un
modelo cinético durante la liberacion de metformina a partir de materiales poliméricos

Orden cero Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas
Poliuretano

R? ko R? k1 R? K R? k n
SPU-PCL-MET 50% | 0.7443 | 0.0061 | 0.7828 | -0.027 | 0.8695 | 0.0695 | 0.9744 |-2.794 | 0.2525
SPU-PCL-MET 40% | 0.0149 | 0.0186 | 0.0108 | 0.3825 | 0.0464 | 0.075 0.378 4.3327 | -0.002
SPU-PCL-MET 30% | 0.4538 | 0.0032 | 0.9626 | -0.005 | 0.6635 | 0.2992 | 0.9883 | 2.7047 | 0.1523
SPU-PCL-MET 20% | 0.014 0.0048 | 0.0007 | 0.7650 | 0.0463 | 0.1481 | 0.0091 | 8.5797 | 0.0007
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CONCLUSIONES

La principal finalidad de este trabajo fue establecer las condiciones para la obtencién de un
material que incluyera en su estructura principal un farmaco con actividad antidiabética cuya
modificacion permitiera alterar las caracteristicas farmacologicas de dicho farmaco. Con
este objetivo en mente logramos obtener 8 materiales poliméricos, 4 con caracteristicas
hidrofilicas debido a la presencia de Pluronic F127®, y 4 con caracteristicas hidrofébicas
debido a la presencia de Policaprolactona. Estos materiales poseen diferentes
caracteristicas que los reactivos empleados para su sintesis, con caracteristicas
mecanicas, fisicoquimicas y de compatibilidad biol6gica que pueden acercar nuevas
aplicaciones en el area de la bioingenieria de tejidos y la tecnologia de empleada para la
liberacion controlada de farmacos. De los resultados obtenidos y el subsecuente analisis
podemos concluir que el disefio del conjugado polimero-farmaco permite obtener materiales
con propiedades mecanicas adecuadas para ser empleados como sistemas poliméricos
para el transporte y liberacion de farmacos cuyo principal mecanismo de control de las
propiedades aqui analizadas es el contenido de segmento rigido. De estos materiales, los
que tuvieron mejor desempefio en la liberacién y un mejor ajuste a los modelos matematicos
son SPU-PLU-Met-30% y SPU-PCL-Met 30% (ajuste >0.9000 en el modelo de Korsmeyer-
Peppas). De esta manera vemos cumplida la hipétesis sobre la capacidad de metformina
de formar parte de la cadena polimérica En relacién con el uso de dos segmentos flexibles
con caracteristicas de hidrofobicidad diferentes (Pluronic F127® es altamente hidrofilico y
PCL es altamente hidrofébico), podemos observar como este SF afecta directamente las
propiedades fisicoquimicas tal como el grado de cristalinidad, presentando mayor
cristalinidad para la serie sintetizada con Pluronic donde practicamente todos los materiales
fueron semicristalinos comparados con la serie sintetizada con PCL en cuyo caso solo el
material con 20% de SR present0 caracteristicas de cristalinidad, el resto de los materiales
con PCL fueron amorfos. Por este motivo podemos concluir que el grado de cristalinidad
depende del tipo de polimero empleado para formar el SR y la proporcién con que se
obtenga el material polimérico, lo cual conduce a maodificar la disponibilidad final de
metformina. Los materiales sintetizados también presentaron caracteristicas de estabilidad
en condiciones acidas y bésicas, pero con mayor susceptibilidad a la degradacion por

agentes oxidantes (peréxido de hidrégeno e hipoclorito de sodio).
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PERSPECTIVAS

Como trabajo futuro se plantea la oportunidad de desarrollar ensambles macromoleculares
de estos materiales para la formulacion de nano medicamentos (auto ensambles micelares)
con caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas, que permitan el transporte y liberacion de
moléculas bioactivas compatibles con los materiales sintetizados. Para realizar esto se
plante utilizar técnicas de electro hilado, micro y nano encapsulacién e impresion 3D con el
fin de obtener estructuras tridimensionales que permitan la liberacion de principios activos,
como la metformina, permitiendo desarrollar nuevas formas de liberacion tipo matriz
polimérica. De igual manera, debido a la biocompatibilidad que demostraron durante la
realizacion de este trabajo, y a las caracteristicas mecéanicas que presentan estos
materiales, se abre la posibilidad de utilizarlos como sistemas de liberacién controlada de
farmacos aplicada a la bioingenieria, con la posibilidad de emplearlos como material de
soporte (andamios) en el disefio tridimensional (3D) de ingenieria de tejidos, medicina

regenerativa o dispositivos médicos.

De igual manera, este proyecto presenta una propuesta para obtener nuevos materiales
que incluyan no solo farmacos con actividades antidiabéticas o para el tratamiento de
enfermedades cronicas, sino también incluir farmacos o moléculas que modulen el
crecimiento celular (factores de crecimiento celular), asi como su diferenciacion o

especializacion.
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