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1. RESUMEN

Redes interpenetradas de quitosano y poli(metacrilato de 2-hidroxietilo-co-acido itaconico)
p(HEMA-co-1A) fueron sintetizadas. Los espectros de FTIR confirmaron el
entrecruzamiento de quitosano y la polimerizacion del Metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA)
junto con el 1A. Las propiedades de hinchamiento se estudiaron a diferentes pHs y se observo
que dependen particularmente del contenido de quitosano y de la sensibilidad al pH dada por

la incorporacién de &cido itaconico en estos materiales.

La degradacion de los materiales obtenidos se llevo a cabo con lisozima bajo condiciones
fisiologicas simuladas, observandose una mayor degradacion al incrementar el contenido de
copolimero en su composicion. Los estudios de anélisis de fluencia — recuperacion y
relajacion de esfuerzos demostraron que los materiales presentan un comportamiento
viscoelastico, predominantemente elastico, lo cual no se ve afectado por el aumento del
contenido de p(HEMA-co-1A) en el material. También se observé un decaimiento del médulo
elastico a medida que pasa el tiempo cuando una tension es ejercida.

El diclofenaco se us6 como farmaco modelo para los estudios de liberacion controlada,
encontrandose que el proceso es controlado por difusion y la relajacién de la red polimérica,
donde a pH acido esta regido por la ley de Fick y a pH bésico presenta un comportamiento
anémalo. A su vez, los materiales interpenetrados liberaron menos de la mitad de la
concentracion del farmaco encapsulado en los primeros 15 minutos mostrando su uso como

matriz de liberacidn controlada sensible al pH.

Palabras clave: Red polimérica interpenetrada (IPN), hidrogel, quitosano, p(HEMA-co-IA),
resistencia mecanica, pH- sensibilidad, Liberacién controlada.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La mayoria de los medicamentos convencionales, como tabletas, capsulas e inyectables,
estdn formulados para liberar el ingrediente activo inmediatamente después de la
administracion, ademas se debe mantener una concentracion del compuesto activo dentro de
la regidn rango terapéutico. Esto requiere de administraciones repetidas para mantener la
dosis efectiva del componente activo en el cuerpo. Lo anterior conlleva a un riesgo para el
paciente por posible seguimiento irregular del tratamiento trayendo consigo efectos
secundarios no deseados.

Para lograr mayor eficacia de los tratamientos y minimizar los efectos secundarios, se han
desarrollado nuevos enfoques y estrategias para controlar la velocidad y el tiempo de
administracion. Con esto nace el desarrollo de sistemas de administracion controlada de
componentes activos. Una liberacion controlada permitiria garantizar la cantidad indicada
del agente activo (API) en el momento y en el lugar correcto. El sistema ideal de liberacion
controlada mantiene los niveles del APl en un valor constante en un rango de accion
especifico deseado (1).

Un enfoque que ha recibido una atencion creciente como un medio para controlar la
liberacion del componente activo ha sido la incorporacion de estos componentes activos en
polimeros (biopolimeros o polimeros sintéticos), cuyas propiedades podrian manipularse
para mejorar la eficacia del sistema de liberacién. Los polimeros son macromoléculas
compuestas de muchas subunidades repetidas las cuales, dependiendo de su estructura, le
confieren una amplia gama de propiedades fisicas Unicas, tales como la capacidad de
absorber y retener ciertas sustancias, la tenacidad, la viscoelasticidad, la biodegradabilidad,
biocompatibilidad, entre otras.

Al adaptar los polimeros de manera adecuada, o al utilizar diferentes procedimientos en su
sintesis, los sistemas de liberacidn ahora pueden dispensar de una manera mucho mas precisa
y prolongada. Estos pueden clasificarse segun su composicion, como homo polimeros o
copolimeros, o también segln su estructura, como lineales, ramificados, entrecruzados e
interpenetrados.

Las redes poliméricas interpenetradas (IPNs) son una combinacion de dos o méas polimeros
que estan, al menos parcialmente, entrelazadas en una escala molecular, pero no presentan
uniones covalentes entre si. Estas han demostrado ser materiales que superan a las mezclas
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de polimeros convencionales, debido a que combinan las propiedades mas importantes de
cada polimero, generando una mezcla sinérgica y, en consecuencia, los rangos de
aplicaciones han crecido répidamente para dicha clase de materiales, en especial, como
dispositivo de liberacion controlada (2, 3). Estudios anteriores sobre IPNs basados en
quitosano y poli (metacrilato de 2-hidroxietilo) (PHEMA) mostraron que esta mezcla
presentd una buena capacidad y liberacion controlada, demostrando la efectividad de estos
sistemas en su uso como portadores de sustancias activas (4-6).

El quitosano es un polimero natural que ha sido utilizado por la industria farmacéutica debido
a su no citotoxicidad y biocompatibilidad, en especial en el area biomédica como
biomembrana y sistemas de administracion de farmacos (7-11). Los materiales a base de
quitosano, generalmente, poseen una alta capacidad de absorber agua, permitiendo la
capacidad de contener sustancias activas. No obstante, esta habilidad de retener agua altera
sus propiedades mecanicas y, por lo tanto, disminuye su flexibilidad y resistencia, limitando
su uso (8, 12-15).

El copolimero a base de pHEMA 'y acido itacénico (IA) es un polimero sintético altamente
hidrofilico que presenta caracteristicas como biocompatibilidad, biodegradabilidad ademas
de presentar capacidad antibacteriana significativa. Los hidrogeles a base de p(HEMA-co-
IA) se han estudiado como sistemas de liberacion controlada de farmacos para la via de
administracion transdérmica y ocular debido a su resistencia mecanica. No obstante,
presentar una buena propiedad mecanica limita su hinchamiento y por tanto la capacidad de
carga de componentes activos se ve afectada (16-24).

Por ello, el propdsito de este proyecto generar una red polimérica interpenetrada usando
quitosano y metacrilato de 2-hidroxietilo copolimerizado con acido itaconico con diferentes
caracteristicas de liberacion y resistencia mecéanica para identificar posibles usos de éstos en
la liberacién de principios activos.
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3. MARCO TEORICO.

3.1. Liberacién controlada de sustancias activas.
Cuando se utilizan sistemas convencionales de administracion de farmacos, se debe mantener
una concentracion del compuesto activo dentro de la region rango terapéutico. Este varia
entre la concentracion maxima toxica (MTC) y la concentracion minima efectiva (MEC)
(figura 1) (25).

Para mantener una concentracion efectiva del farmaco, en los sistemas de administracion
convencionales, se utilizan dosificaciones a intervalos periddicos para mantener un nivel de
concentracion de farmaco deseado. Sin embargo, esto puede traer efectos secundarios no
deseados.

Por estas razones, es de gran interés el desarrollo de formulaciones de liberacion controlada
y matrices que buscan mantener un nivel deseado farmaco en el plasma sanguineo sin
necesidad de aplicar consecutivas dosis, esto permite una mayor eficacia del tratamiento.

g Liberacién

&  oscilante iberacis -

g dosificacion dl er.:cmn controlada

o | multiple e orden cero

o

3 :

£ : MTC

4 i

g | E Ventana

E ’J “‘/,_: 2 . Terapéutica
S | - e

o ; ¥ MEC

=i ] e

81 %

£ AN Liberacion rapida por dosificacién tnica
7] ~SLl

- s

g | :

© Tiempo

Figura 1: Niveles minimos terapéuticos(MEC) o toxicos (MTC) y forma de dosificacién de
liberacion inmediata versus controlada (26).

Aunque en la actualidad existen sistemas de liberacion modificada, se encuentran algunas
ventajas que pueden apuntar al uso de macromoléculas como los polimeros en el desarrollo
de nuevos dispositivos. Cuando los polimeros son fabricados, es posible controlar algunos
aspectos de su estructura que permiten producir materiales adecuados para la aplicacién
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bioldgica deseada (27). Ademas, la estructura tridimensional y la composicién quimica se
pueden controlar para ajustar las propiedades de los materiales y la orientacién de grupos
funcionales especificos que pueden interactuar con el farmaco.

Los sistemas de liberacion controlada a base de matrices poliméricas se pueden ubicar en
cualquier parte del cuerpo, de modo que éstos puedan ponerse cerca de la zona afectada donde
se requiere una accion del compuesto deseado a liberar. Se ha investigado la administracion
sistémica de medicamentos con polimeros a traves de las membranas nasales (ruta nasal)
(28), las membranas mucosas de la boca (ruta oral) (29), oculares (ruta oftalmica)(30), la
piel (ruta transdermal) (31), entre otras.

3.2 Polimeros.

Los polimeros se definen como macromoléculas compuestas por una o varias unidades
quimicas (mondmeros) gque se repiten a lo largo de toda una cadena. Las caracteristicas del
polimero se ven afectadas por la composicion del mondmero, la arquitectura del polimero y
el peso molecular. La cristalinidad del polimero es un factor importante en la biodegradacién
de éste, por lo cual se debe tener en cuenta en un sistema de liberacion controlada (32).

Los polimeros biodegradables son particularmente atractivos para su aplicacion como
sistemas de liberacion controlada, ya que una vez introducidos en el cuerpo humano, no
requieren remocion ni manipulacién adicional. Sus productos de degradacién son
metabolitos normales del cuerpo o productos que pueden metabolizarse y eliminarse
facilmente del cuerpo (33).

Algunos polimeros naturales, al ser biodegradables y con excelente biocompatibilidad, son
materiales muy atractivos para su uso en sistemas de liberacion controlada. Sin embargo,
algunos de ellos presentan algunas limitaciones, como la pobre resistencia mecanica, alto
grado de variabilidad en la calidad y pureza de derivados de fuentes animales, son en general
estructuralmente mas complejo y tienen el riesgo de contaminacion por parte de patégenos
externos (34).

Por otra parte, los polimeros sintéticos ofrecen una amplia variedad de composiciones con
propiedades ajustables. Estos materiales abren la posibilidad de desarrollar nuevos sistemas
de liberacion controlada con propiedades especificas (quimicas, interfaciales, mecanicas y
bioldgicas) para una aplicacion determinada, cambiando los monémeros o la técnica de
preparacion.
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Adicionalmente, pueden poseer una gran resistencia mecanica segun el método con el que se
sinteticen: ya sea generando redes entrecruzadas de homopolimeros lineales, copolimeros
lineales, copolimeros de bloque o de injerto, IPNs o mezclas fisicas (3, 35, 36).

Una propuesta en el disefio de sistemas de liberacion controlada estd comprendida por la
interpenetracion de polimeros naturales y sintéticos. El proposito de esto es reunir en el
mismo material las mejores propiedades del polimero natural (biodegradabilidad vy
biocompatibilidad) y el polimero sintético (propiedades mecanicas).

En general, los productos a base de polimeros se pueden clasificar como hidrogeles u
organogeles, dependiendo de la polaridad de los mondmeros que esté compuesto. Los
hidrogeles son materiales muy apropiados para aplicaciones en medicina, ya que muestran
buenas propiedades de biocompatibilidad (18, 37). Su caracteristica de hinchamiento en
medio acuoso les aporta la propiedad de absorber, retener y liberar bajo condiciones
controladas algunas soluciones de carécter fisioldgico, utilizadas cominmente en medicina
(5, 38, 39)

3.2.1 Hidrogeles.
Un hidrogel es una red compuesta de cadenas de polimeros entrecruzados las cuales, por su
composicion quimica, son afines al agua (18, 40). El hecho de que puedan absorber y retener
agua les confiere caracteristicas como no citotoxicidad, y biocompatibilidad, ademas sus
espacios porosos permiten la difusion selectiva de los solutos a través de la matriz (36, 40).

Se ha demostrado que los factores que determinan la capacidad de absorber y retener agua
son: el peso molecular, el grado de pureza del polimero, su concentracién en solucion acuosa
(35) y las condiciones fisicas o quimicas de la sintesis (35).

A pesar de estas propiedades ventajosas, los hidrogeles también tienen varias limitaciones.
La baja resistencia mecanica de éstos limita su uso en aplicaciones de soporte de carga y
puede provocar la disolucion prematura o el flujo del hidrogel desde un sitio local especifico.

La facilidad de aplicacion también puede ser problematica; aunque algunos hidrogeles son
suficientemente deformables para ser inyectables, muchos no lo son (41). Cada uno de estos
problemas restringe significativamente el uso practico de las terapias de administracion de
farmacos basadas en hidrogel en la clinica.
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El alto contenido de agua de la mayoria de los hidrogeles generalmente produce una
liberacion relativamente rapida de medicamentos de la matriz de gel durante el periodo de
horas o dias (42). En respuesta a esto, se han explorado una serie de estrategias para reducir
la tasa de liberacion del farmaco de los hidrogeles. Estas pueden clasificarse segun si
aumentan las interacciones entre el f&rmaco y la matriz de hidrogel y/o aumentan la barrera
difusiva para la liberacion del farmaco desde el hidrogel.

3.3.2 Copolimero metacrilato de 2-hidroxietilo y acido itaconico.
Metacrilato de 2-hidroxieltilo (HEMA) (43, 44) es un liquido viscoso incoloro con caracter
hidrofilo, lo cual le da la caracteristica de ser soluble en agua y en otros solventes polares.
(figura 1):

/\/OH
(@]

Figura 2: estructura del metacrilato de 2-hidroxietilo

El HEMA es uno de los mondémeros utilizados més frecuentemente en la medicina como
matriz implantable, asi como andamio para ingenieria de tejidos, gracias a sus buenas
caracteristicas fisicoquimicas (no toxicidad, biocompatibilidad, resistencia a la degradacion
y la hidrdlisis en condiciones fisioldgicas) (16-20).

Se encontrd que los hidrogeles basados en copolimeros de poli (metacrilato de 2-hidroxietilo-
co-acido itaconico) son biocompatibles y sensibles al pH (24). El &cido itacénico (I1A) se
copolimeriza facilmente con el poli(metacrilato de 2 hidroxietilo) (HEMA) y proporciona
cadenas poliméricas con grupos laterales carboxilicos, que son altamente hidrofilicos y
capaces de formar enlaces de hidrégeno con los grupos correspondientes.

El &cido itaconico tiene dos grupos acido carboxilico con diferentes valores de pKa (pKal =
3,85y 5,45), por lo que cantidades muy pequefias de 1A producen una buena respuesta al pH
y aumentan el grado de hinchamiento del hidrogel donde es integrado. La incorporacion de
un acido carboxilico a un polimero puede contribuir a la formacion de enlaces de hidrogeno
puede aumentar la resistencia mecanica de las redes poliméricas interpenetradas.
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3.3.3 Quitosano.
El quitosano es un polimero natural derivado de la quitina, el cual es uno de los biopolimeros
mas abundantes en la naturaleza (7, 45).

OH O%
o]

NH O NH 7
N o ,
o o
o
NH, oH NH; © oH

Figura 3 Representacion de la estructura del quitosano.

Muchos materiales poliméricos son sintéticos, lo cual compromete su biocompatibilidad y
biodegradabilidad en comparacion con aquellos polimeros de origen natural como la
celulosa, quitina, quitosano y sus derivados. Por tanto, el polimero quitosano ha sido utilizado
como material en campos tan diversos como el farmacéutico, medico, la industria alimentaria
y la agricultura entre muchas otras (12, 46)

Para el caso de los hidrogeles de quitosano, el grado de entrecruzamiento determinara la
capacidad de hinchamiento. Se ha observado que, en su estado hinchado, las propiedades
mecénicas del mismo se ven afectadas debido a la gran cantidad de agua que ellos albergan,
produciendo que hidrogeles puedan fracturarse con facilidad y por tanto se ven reducidas sus
aplicaciones.

3.4 Redes Poliméricas Interpenetradas.

Las redes poliméricas interpenetradas (IPNs) son una combinacion de dos o mas polimeros
que estan, al menos parcialmente, entrelazadas en una escala molecular, pero no presentan
uniones covalentes entre si (Figura 2). Esto se realiza con el fin de formar, en la mayoria de
los casos, un material que combine las propiedades mas relevantes de cada polimero (47, 48).
Los IPNs se han sintetizado con la intencion de obtener propiedades tales como la resistencia
a la traccion, mayor fuerza de impacto y resistencia térmica.

3

Polimero1l Polimero 2

Figura 4: Esquema tedrico de la red de polimeros interpenetrantes (IPN).
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Los IPN pueden formarse en presencia de un agente entrecruzante para producir una red de
polimeros completamente interpenetrados (IPN completo) o, en ausencia de un
entrecruzante, para generar una red de polimeros lineales incrustados dentro del hidrogel
original (semi - IPN)(49).

Las principales ventajas de las IPN son que se pueden producir matrices de hidrogel
relativamente densas que presentan propiedades mecénicas mas rigidas y resistentes,
propiedades fisicas mas controlables y, con frecuencia, una carga de farmaco mas eficiente
en comparacion con los hidrogeles convencionales.

Un sistema de administracion de medicamentos, ademéas de proteger de una posible
degradacion, debe estar disefiados para liberar controladamente a un agente terapéutico
sensible, asi como de mantener su integridad estructural para poder resguardar al agente
terapéutico hasta que se libere del sistema (48).

Los tamafios de poros del IPN y la quimica de la superficie también son las caracteristicas
por controlar para ajustar la cinética de liberacion del farmaco, las interacciones entre el
hidrogel y los tejidos y las propiedades mecanicas del gel (49).

También se pueden utilizar polimeros con diferentes perfiles de degradacion y/o diferentes
respuestas de hinchamiento a condiciones fisioldgicas para proporcionar multiples controles
sobre las respuestas de hinchamiento de los hidrogeles y, por lo tanto, la cinética potencial
de liberacion del farmaco (50).

En estudios anteriores se informo sobre el uso de IPN compuestas de quitosano y pHEMA,
ambos entrecruzados con glutaraldehido y bis acrilamida para su posible uso en liberacion
controlada de farmacos. Se observé que el comportamiento de hinchamiento y la liberacion
del farmaco dependen del pH, su composicion, es decir, la proporcion relativa de cada una
de sus redes y el porcentaje de entrecruzamiento. Los resultados de este estudio indicaron los
IPNs a base de esta mezcla son utiles para la liberacién controlada del farmacos (4)
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.

e Obtener una red polimérica Interpenetrada a base de quitosano y p(HEMA-co-1A)
con resistencia mecanica mejorada para su uso como matriz de liberacion controlada
de farmacos.

4.2 Objetivos especificos.

e Establecer e implementar un disefio de experimentos que permita obtener redes
poliméricas interpenetradas a base de quitosano y p(HEMA-co-IA).

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las diferentes redes poliméricas
interpenetrantes.

e Caracterizar la carga y liberacion de un farmaco prueba a partir de las redes
poliméricas interpenetradas que presente las mejores propiedades fisicoquimicas.

e Identificar las aplicaciones de las redes poliméricas interpenetradas en otros campos.
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5. METODOLOGIA.

5.1. Materiales y reactivos.
El quitosano (de bajo peso molecular, Sigma, pureza > 98%), el acido acético glacial (Ac,

99% pureza Merck), el etanol (grado HPLC, Merck), la lisozima (de la clara de huevo)
>30000 FIP-U/mg cristalino (Merck), el dihidrocloruro de 2,2 -azobis (2-amidinopropano)
(V50, pureza > 98%), el Diacrilato de etilenglicol (Sigma, pureza 99%) y la Genipina
(Obtenida por Rodriguez, L. en el proyecto denominado “Extraccion a escala semipiloto de
genipina a partir de frutos de Genipa americana L29 > 99% de pureza) fueron utilizados tal
cual fueron suministrados mientras que el Metacrilato de 2-Hidroxieltilo (HEMA, Sigma,
pureza > 98%), se le realizo un priceso de purificacion para retirar el inhibidor de radicales

libres.

5.2. Sintesis de materiales interpenetrados.

Con el fin de determinar el papel que juega la concentracion del copolimero en la carga y
liberacion del farmaco y en las propiedades mecanicas del material, se realizaron 6
experimentos donde se varia la concentracion de la red p(HEMA-co-1A). A su vez, la
concentracion de los agentes entrecruzantes fue de 3 y 5% para cada red y la concentracion
de &cido itaconico en el copolimero se mantuvo fija en una relacién de un 20% en proporcion.
La suma total en peso de los mondmeros en todos los experimentos fue igual a 1 gramo. La

tabla 1 muestra las cantidades utilizadas de cada uno de los experimentos.

La nomenclatura empleada indica las cantidades utilizadas de cada uno de los polimeros,
donde Q es la proporcion de quitosano y HIA la proporcién de p(HEMA-co-1A), al final se
indica el porcentaje de entrecruzamiento de cada una de las redes (3 y 5%). Asi Q1HIA0.5
5% significa que la proporcién entre el quitosano y p(HEMA-co-1A) es 1:0.5 y presentan un

5 % de entrecruzamiento.

Una vez sintetizados los materiales se cortaron en discos de 1 cm de diametro y se lavaron
sumergiéndolos en agua destilada durante aproximadamente 5 dias, cambiando varias veces

el disolvente, con el fin de retirar cualquier componente de la mezcla de reaccion que no
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hubiese reaccionado. Luego se dejaron secar durante aproximadamente 5 dias a temperatura

ambiente y 5 dias mas a 50°C, hasta alcanzar un peso constante (Xerogel) (6).

Tabla 1: Composicién de los hidrogeles IPN de quitosano/p(HEMA-co-IA).

Quitosano:p(HEMA- Entrecrlgzamiento Quitosano p'(A\HCEOM Genipina D(;ngr':;tigodle

CO'IA) (/0) (g) |A) (g) (g) (g)
Q1HIAO 3% 1:0 3 0.5 0 0.009 N.A
Q1HIAO0.5 3% 1:0.5 3 0.5 0.25 0.009 0.0035776
Q1HIAL 3% 11 3 0.5 0.5 0.009 0.0071552
Q1HIAO 5% 1:0 5 0.5 0 0.015 N.A
Q1HIAO0.5 5% 1:0.5 5 0.5 0.25 0.015 0.0059254
Q1HIAL 5% 11 5 0.5 0.5 0.015 0.0118508

5.3. Caracterizacion fisicoquimica de los materiales

5.3.1. Espectroscopia Infraroja (FTIR).
Para la caracterizacion de cada material se utiliz un espectrofotometro Thermo Scientific
Nicolet 6700 y pellets de KBr. Los espectros se “tomaron en el rango de 4000 a 400 cm-1.

Cada material se analiz6 siguiendo los mismos parametros.

5.3.2. Cinéticas de hinchamiento a diferentes pH.
Para realizar la cinética de hinchamiento se usaron tres diferentes soluciones que simularon
diversos pHs fisioldgicos: solucion acida pH de 1,2 (pH gastrico), solucién acida pH de 4,5
(pH duodeno) y solucion pH de 6,8 (pH intestinal). El estudio se realiz6 a temperatura de
37°C. Las soluciones con los valores de pH usadas son HCI para el pH de 1,2, solucién

amortiguadora de acetato para pH 4,5 y solucion amortiguadora de fosfato para pH 6,8.

Seguidamente se usaron 3 discos para cada pH respectivamente. Los discos se colocaron en
recipientes plasticos con aproximadamente 20 mL de las soluciones buffer a los diferentes
pH (1,2-4,5-6,8).
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Los discos se pasaron cada 5 minutos durante los primeros 30 minutos, posteriormente se
pesaron cada 10 minutos hasta finalizar 2 horas, posteriormente cada 20 minutos hasta
completar 5 horas y finalmente se pesaron cada hora hasta completar un total de 8 horas.

El grado de hinchamiento, W, a diferentes tiempos viene definido por la siguiente expresion:

w==2d ()

mg

donde ms y md son los pesos de la muestra hinchada y seca, respectivamente. Tres réplicas
se utilizaron para cada composicién de los distintos hidrogeles y para cada pH, por lo que los
resultados de W se expresan como un promedio de las mediciones. Otra forma de representar
la cantidad de agua retenida dentro del hidrogel es a través del contenido de agua en el gel,
H, que viene definido por la siguiente ecuacion:

H="2o )

mgqg

5.3.3. Degradabilidad.
Los estudios de degradacion in vitro se realizaron a 37° C en una solucion tampon de fosfato
(PBS 0.025M pH 7.4) con 0.01 y 0.1 mg mL-1 de lisozima. Los xerogeles previamente
pesados se incubaron a 100 rpm en una solucién de lisozima durante 21 dias. Las muestras
se retiraron del medio cada tres dias, se lavaron con agua destilada y se secaron hasta obtener
una masa constante. La solucion de lisozima se cambid después de cada medicién para

asegurar que se mantuviera la actividad de la enzima.

5.3.4. Cargay liberacion del farmaco.
Las muestras se colocaron en una solucién acuosa que contenia el farmaco modelo (25 pg /
ml), a temperatura ambiente y en ausencia de luz durante seis dias. Una vez que los hidrogeles
se cargaron con el farmaco y alcanzaron el equilibrio de hinchamiento, se secaron a

temperatura ambiente hasta lograr una masa constante.

Los estudios de liberacion controlada se realizaron a 37°C, utilizando 100 ml de tampén de
fosfato 0,1 M a un pH de 7,4. La concentracion de farmaco liberada a diferentes tiempos se
determind a 276 nm utilizando un espectrofotémetro Shimadzu UV-1800 UV-VIS
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5.3.5. Pruebas reoldgicas.
Las propiedades reologicas de las redes poliméricas fueron evaluadas mediante el redmetro
Bohlin Instruments C-VOR de sistema abierto con un gap de aproximadamente 15 mm entre

las placas a 25°C. El gap se ajust6 dependiendo del grosor de cada material.

Se realizaron dos tipos de analisis. En primer lugar, un experimento de creep-recovery en el
cual la deformacion del hidrogel fue inducida por la aplicacién de una presion de 30 Pa
durante 5 min, seguido por una recuperacion de 5 min en ausencia de la presion aplicada
previamente. El segundo analisis consistio en una relajacion de esfuerzos en el que se aplico
un porcentaje de deformacion constante del 0.5% a la muestra, donde las variaciones en la
presion y el médulo de cizalla (G) fueron determinados. Estas pruebas se llevaron a cabo en
las instalaciones del laboratorio de ingenieria quimica de la Universidad Nacional, sede

Bogota.

5.3.6. Andlisis estadistico.
Para lograr observar la influencia de la incorporacion de pHEMA-co-1A tanto en la
resistencia mecanica como en la carga y liberacion del componente activo, se debe realizar
un disefio factorial multinivel donde las variables continuas seran la proporcion de p(HEMA-
co-1A) y el grado de entrecruzamiento, el pH, y la concentracién de lisozima para la
degradacidn. Las respuestas principales a tener en cuenta seran los modulos elasticos, el
hinchamiento en el equilibrio, las constantes de hinchamiento y liberacion, la proporcion en

peso perdido y la concentracion maxima de farmaco liberado en un medio acuoso.

El analisis de los datos se llevo a cabo por medio del paquete estadistico Minitab 18. Se
realiz6 un analisis de varianza que permitio la comparacion de los resultados obtenidos. Para

eliminar posibles datos atipicos se realizd una prueba Q de cada una de las repeticiones.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Sintesis de los materiales generados.

Se obtuvieron satisfactoriamente los materiales interpenetrados Q1HIAQ.5 3%, Q1HIAQ.5
5%, Q1HIAL 3%, y Q1HIAL 5%, asi como lo de los controles Q1HIAO 3% y Q1HIAOQ 5%,
totalmente homogéneos y de una coloracién azul oscuro. La consistencia de los materiales

fue adecuada, permitiendo su facil manipulacién de la misma forma que los controles.

La formacion de la red entre el quitosano y la genipina (material control: Q1HIAO 3 y 5%)
ocurre por medio de la reaccion de los grupos amino en el quitosano y el carbono 3 de la
genipina (reaccion de Michael), dando como resultado un hidrogel de color azul. La
consistencia obtenida fue la adecuada, facilmente manipulables sin sufrir ruptura. La
coloracion azul de es estos materiales el debida a la reaccion generada por la genipina al

interaccionar con grupos amino presentes en el quitosano (51)

Los IPNs se prepararon por medio de dos rutas de polimerizacion diferentes. Para la
p(HEMA-co-1A), tanto la copolimerizacion como el entrecruzamiento ocurri6 via radicales
libres, utilizando V50 (2,2-azobis (2-amidinopropano)) como iniciador en una concentracion
del 1,0% con respecto a la cantidad total de monémeros (anexo 3 y 4). El quitosano, como
se menciond anteriormente, se entrecruz6 por medio de una reaccion de Michael con la

genipina (Anexos 1y 2).

Los controle antes mencionados fueron sintetizado exitosamente en cajas petri, a diferencia
de los IPNSs, los cuales fueron sintetizados en un anillo de tefl6n entre placas de vidrio. Esto
fue debido a que se observo en los controles que la reaccion no se llevaba a cabo de forma
satisfactoria cuando se utilizaban los moldes de vidrio con anillos de teflon (no ocurria
cambio de color de amarillo a azul). Para todos los materiales la temperatura empleada

durante la sintesis fue de 50°C y se dejaron en el horno por 24 horas.

A medida que se aumentaba la cantidad de p(HEMA-co-1A) en la composicion del material
se observo una mayor flexibilidad, asi como una menor adherencia a las superficies, a

diferencia de los controles que fueron mucho maés rigidos y algo pegajosos.
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También cabe notar que al momento de los lavados realizados a los materiales se observo
una mayor capacidad de hinchamiento y una mayor flexibilidad en este estado de los
materiales interpenetrados en comparacion de los controles Q1HIAO 3 y 5%.

6.2. Caracterizacion fisicoquimica de los materiales.

6.2.1. Espectroscopia Infrarroja (FTIR).
Para comprobar la formacion de las redes se tomaron espectros de FT-IR a los monémeros y

se compararon con los espectros de los materiales entrecruzados.
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Figura 5: FTIR de quitosano comparado con el espectro hidrogel control Q1HIAO 5%.

En la Figura 5, el espectro del quitosano muestra una banda ancha a 3283 cm™ que
corresponde al estiramiento de los grupos hidroxilo, provenientes del agua y los hidroxilos
presentes en el anillo de glucosa, de la misma manera a 3449 cmla cual corresponde al
estiramiento del enlace N-H. Las absorbancias en1650 cm™ y 1560 cm™ corresponden a la
deformacion por flexion del enlace N-H de las aminas primarias (52) (Lambert, 1987). La
banda de los enlaces glucosidicos se observa a 1075 cm-1 (C-O-C), y el enlace N-C a 1025
cm-1 (N-C) (53).

El entrecruzamiento del quitosano con genipina implica un ataque nucleofilico del grupo

amino del polimero sobre el atomo de carbono olefinico en C-3 de genipina, que da como

24



resultado la apertura del anillo de dihidropirano y la formacion de una amina terciaria, es
decir, un derivado de genipina unido a una unidad de glucosamina (anexo 5) (52). La
posterior reaccion, mas lenta, es la formacion de una amida a través de la reaccion del grupo

amino del quitosano con el grupo éster (por C-11) de la genipina (Anexo 4) (52).

Después del entrecruzamiento con genipina (Figura 5), a 1537 cm™ aparece una banda que
indica la deformacion de NH presente en una amida secundaria, la cual es el resultado de la
reaccion entre el éster de genipina y los grupos amino del quitosano. La banda a 1624 cm™
se atribuyo al estiramiento de C=0O de amidas secundarias (52) . Ademas, el aumento
observado en la banda alrededor de 1403 cm ~ ! puede ser interpretada como la vibracion de
estiramiento del enlace C-N, mas numerosas después del entrecruzamiento con genipina. Con
esto se concluye que la formacion del entrecruzamiento del quitosano con genipina se llevo

a cabo de forma satisfactoria.
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Figura 6: Muestra de espectro infrarrojo de los materiales interpenetrados.

El espectro del material interpenetrado Q1HIAL 3% presentado en la Fig. 6, revela la banda
de vibracion de estiramiento de C=0 del grupo éster a 1704 cm ~ %, y una banda de absorcion
con un hombro débil alrededor de 2947 cm ~1, que corresponde al estiramiento de los grupos
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alifaticos —CH>—, -C — H y —CHBg, especialmente (54). El aumento de la intensidad maxima
del grupo C=0 a 1704c m ~len el espectro de p(HEMA-co-IA) se asoci6 con la presencia de
los grupos C=0 adicionales del &cido itacdnico. Por otro lado, aparecieron varias bandas en
la region de huellas dactilares para unidades de etilenglicol, originadas a partir del
componente DEGDMA, entre 1600 y 1000 cm ~* (

Se observa también una banda aproximadamente a 849 cm™ que nos indica la formacion de
una cadena alifatica (—-[CH:]n-) caracteristica de los polimeros metacrilicos (54). Con estas
dos bandas podemos garantizar que el entrecruzamiento, tanto para quitosano como para

(PHEMA-co-1A), se ha generado en los materiales interpenetrados (figura 6).
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Figura 7: FTIR de todos los materiales: Quitosano (linea negra), acido itaconico (linea
roja); HEMA (linea azul claro); Q1HIAO 3% (linea fucsia); Q1HIAO 5% (linea verde),

Q1HIAO0.5 3% (linea azul oscuro), Q1HIAQ.5 5% (linea morada claro), Q1HIAL 3% (linea
morada) y Q1HIA1 5% (linea vino tinto).
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La figura 7 muestra la comparacion de espectros de los materiales sintetizados con respecto
a los controles. Se observa una atenuacion de la banda caracteristica del carbonilo
proveniente del éster y de laamida secundaria a medida que el entrecruzamiento de quitosano
aumenta en la composicion de los materiales. De la misma manera, la intensidad de la banda
correspondiente a la formacion de la cadena alifatica y la sefial de carbonilo, provenientes
del copolimero, aumenta con la concentracion de p(HEMA-co-1A) en la composicion de los
materiales. De esto cabe aclarar que los resultados de los espectros infrarrojos no son

cuantitativos pues no siguen la ley de Beer.

De esta observacion se concluye que los materiales si se formaron con las condiciones de
reaccion utilizadas en este proyecto. De la misma manera, cabe resaltar que no hubo
interferencia por parte de los distintos mecanismos de reaccion y entrecruzamiento de las

redes en la polimerizacion de estos.

6.2.2. Cinéticas de Hinchamiento a diferentes pH.

Se estudié el comportamiento de hinchamiento en relacion con la composicion del 1PN
utilizando los xerogeles con diferentes proporciones de las redes quitosano/p(HEMA-co-1A).
Todos ellos con niveles de entrecruzamiento (3 y 5 %). Las dimensiones iniciales de los

xerogeles fueron en promedio de 1,00 = 0,2 mm de espesor y 5,00 + 0,1 mm de diametro.

La relacion de hinchamiento a cada tiempo, W, se calcul6 a partir de la ecuacion (1) de la
parte experimental. En la Figura 8 se presentan las curvas de la relacion de hinchamientos

para todos los materiales a pH 1.2, 4,5y 6.8.

El grado de hinchamiento méximo en el equilibrio, Woo, representa la caracteristica mas
relevante de los materiales, ya que tiene mayor influencia sobre la biocompatibilidad,
permeabilidad y difusion del material, asi como sobre la capacidad de carga de este. Pero a
su vez, si estos parametros tienen valores muy altos, produciran consecuencias negativas

sobre las propiedades mecanicas del material.
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Figura 8: curva de hinchamiento en los tres pH para todos los materiales: A. pH 1.2, B. pH
4.5, C. pH 6.8.

Como se pudo evidenciar en la grafica anterior, el pH de la solucion esta directamente
relacionado con la capacidad final de hinchamiento de los materiales estudiados, donde a pH
1.2 se observé el mayor hinchamiento y a pH 4.5 el menor. Los niveles de entrecruzamiento
también presentaron influencia sobre el hinchamiento final de los materiales, donde la

captacion de agua es menor cuando el entrecruzamiento es mayor.

Lo anterior es debido a la presencia de grupos amino libres en el quitosano, concentracion de
acido itaconico, asi como el grado de entrecruzamiento que tiene en la red polimérica. Por lo
general la fase amorfa inicia el hinchamiento, permitiendo que solvente penetren la red del
hidrogel. A su vez, la fase vitrea genera una restriccion a la expansién de la red impidiendo
la entrada de solvente al hidrogel. Si la entrada de solvente es muy rapida en relacion a la
expansion de la red, podria ocurrir un pico de hinchamiento y luego una relajacién de las

redes, liberando solvente hasta llegar a un equilibrio osmotico (55).
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Cuando el quitosano se encuentra en medio &cidos, las aminas presentes en su estructura son
protonadas (-NHs™), generando un polimero con carga positiva a lo largo de su cadena
(polielectrolito). Estas generan la repulsion electrostatica de las cadenas permitiendo una
mejor captacion de agua (50). En comparacion, a pH basico, el quitosano se encuentra neutro
(-NH2"), mientras que el &cido itaconico tendra sus dos acidos desprotonados (-COO),
ayudando a la relacién de hinchamiento. A pesar de que estén presentes los carboxilatos en
el material interpenetrado, la repulsion de las cadenas generada es muy baja ya que la
concentracion de &cido itacénico en la red es menor al 20%, limitando asi el hinchamiento
del material. Lo anterior es evidenciado a pH 6.8 donde la relacion de hinchamiento de los
materiales estudiados varia muy poco. Con respecto al nivel de entrecruzamiento, entre mas
puentes tengan las cadenas poliméricas mas pequefio sera el tamafio de poro, limitando la

captacion de agua dentro de la red.

El 4cido itacénico (1A) tiene dos grupos carboxilo con diferentes valores de pKa (pKal =
3,85 y pKa2 = 5,45), por lo que cantidades muy pequefias de IA producen una buena
respuesta al pH y aumentan el grado de hinchamiento del hidrogel donde es integrado. La
incorporacion de un acido carboxilico a un polimero puede contribuir a la formacion de
enlaces de hidrégeno y puede aumentar la resistencia mecanica de las redes poliméricas

interpenetradas (56, 57).

Teniendo en cuenta que el proceso de hinchamiento esta dirigido por interacciones dipolo-
dipolo y enlaces de hidrogeno entre el agua y los grupos funcionales de los monémeros, el
aumento en el contenido de copolimero en las composiciones condujo a un aumento en la
relacion de hinchamiento en el equilibrio en general para todos los materiales en los 3 pHs,
indicando una relacién directa entre la composicion y la capacidad final de hinchamiento. Es
sabido que una alta concentracion de grupos iénicos cargados dentro de un hidrogel aumenta

el porcentaje de hinchamiento debido a la osmosis y la repulsidn entre las cargas (50).

Si se considera una cinética de segundo orden, se encuentra que la ecuacion para el

hinchamiento a cualquier tiempo (t) es (55):

dw
at = K(Wmax - W)Z (3)
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Que al integrar se obtiene:

_ KWZxt
T 1+KWpaxt

(4)
Si la ecuacion (6) se divide por KW2,,W y se factoriza se obtiene:

Yw=Yewz. + . X O

max

Suponiendo que A= 1/KW2 y B= 1/WZ , la ecuacion (5) se puede simplificar de la
max

max

siguiente manera:

Yw=A+®r (6)

En una cinética de hinchamiento de segundo orden la velocidad de hinchamiento es
directamente proporcional al cuadrado de la capacidad de hinchamiento disponible (Wmax-

W), siendo W el hinchamiento del hidrogel a tiempo t.

Por medio del andlisis de regresion lineal se observo que para todos los hidrogeles el
resultado fue similar y sus coeficientes de correlacion fueron superiores al 99%, indicando
gue se ajustan a una cinética de segundo orden durante el periodo de tiempo estudiado. La
Figura 9 muestra las regresiones lineales de los 6 materiales en todos los pH las cuales se

obtuvieron aplicando la ecuacién (6).
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Figura 9: curvas de hinchamiento transformadas a una cinética de segundo orden para
todos los materiales en los 3 pH estudiados.

La Tabla 2 resume las propiedades de hinchamiento para los materiales sintetizados en los

tres pH. En ella se observa como el contenido de agua en equilibrio, Woo, varia a medida que

lo hace el copolimero en su composicion.
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Tabla 2: Nivel de equilibrio de hinchamiento en el infinito (W) y constantes cinéticas de
segundo orden (k) para todos los materiales en los tres pHs estudiados.

Materials pH 1.2 pH 4.5 pH 6.8
Woo (%)  K(min?)  R? Weo (%)  K(min?)  R? Weo (%) K(min) R?

QUNAC 8325 0.0466  0.9987 89.27 002055 0.9959 60.71 000176  0.9969
QUNAC 8330 006020 0.9994 8611 002321  0.9954 69.66 005945  0.9958
QIIACS 9056 00259  0.9964 9434 001111 0.9975 60.85 007777  0.9964
QUNACS  go77 004312 0.9980 9387 001327 0.9971 6745 004192 09943
QUIAL 9023 003344 09937 9487 000967  0.9900 63.86 0038678  0.9966
QAL 8722 005933  0.9982 9243 001363 09971 66.99 004034  0.9961

En cinéticas de hinchamiento, la constante de velocidad de hinchamiento, K, es la que
cuantifica la rata de hinchamiento de los materiales. Aqui K depende del tiempo de
hinchamiento y de la capacidad del material a absorber agua o solvente de hinchamiento (55).
Extrapolando lo mencionado con anterioridad a los resultados obtenidos en esta cinética, no
se observa una dependencia de la concentracion de las redes en la velocidad de hinchamiento

en los materiales en los pH estudiados.

Cabe mencionar que los materiales que presentaron un valor mas alto de K representan una
entrada de solvente més rapida en la primera etapa de hinchamiento. A medida que pasa
tiempo, el hinchamiento de los materiales se encuentra dirigido por la pH-sensibilidad

presente en los materiales y no por esta constante (58).

Para evaluar la influencia de las interacciones de los factores de respuesta (K de hinchamiento
y Winf) con los factores (pH y Composicion); se realizd un disefio factorial donde se
comparaban la composicion y pH como factores principales que afectan las variables de
respuesta, que para el caso de la liberacion fueron la constaste cinética de hinchamiento y la

relacion de hinchamiento en el infinito por cada material.

Analizando los resultados obtenidos del disefio se observd que el pH y la composicion

presentan efecto sobre la constante de hinchamiento de los materiales y también sobre la
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capacidad final de absorber agua (valor p = 0.000). Lo anterior es confirmado en el diagrama

de Pareto obtenida de la regresion factorial general. Figura 10

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Winf, a = 0.05) (la resp es K de hinchami o = 0.05)

Término a6 Término 2080
K T

Factor Nombre Facter Nombre

A Composicion A Composicion

BB B PH B

3 pH

BB

A

AA

AB

0 2 4 6 8 10 0 1 2 3 4 5 (3 7 8 9
Efecto estandarizado Efecto estandarizado

Figura 10: Diagrama de Pareto de efectos estandarizados para la capacidad de
hinchamiento maxima y la constante de hinchamiento.

6.2.3. Comportamiento reoldgico.

Se realizd un analisis de fluencia y recuperacion y relajacion de esfuerzos para todos los
materiales sintetizados. En este tipo de experimentos, una torsion constante es aplicada a la

muestra y la deformacion resultante se mide en funcion del tiempo.

La figura 11 muestra que el comportamiento de los materiales estudiados es viscoelastico,
predominantemente elastico. La fluencia del material es poca ya que se observa una
pendiente muy baja hasta completar 300 segundos cuando la presion ejercida al material es
liberada.
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Figura 11: Andlisis de recuperacion de fluencia para los materiales sintetizados.

Comparando los resultados obtenidos entre los materiales se observa que no hubo una
mejoria en la capacidad de deformacion y fluencia de los materiales cuando se adiciona el
copolimero en la composicidn, ademas, el aumento de la relacién de copolimero no afecto
significativamente la resistencia del material, lo cual se evidencia en la grafica anterior
(figura 11). Cabe resaltar que el aumento del porcentaje de entrecruzamiento si presenta un
efecto significativo, donde a mayor entrecruzamiento, mayor resistencia a fluir y deformarse,

mostrando un menor valor de complianza para estos casos (Tabla 3).

Los datos de creep se analizaron de acuerdo con el modelo de Burger (ecuacion 10) que
consta de una unidad de Maxwell y una unidad de Kelvin-Voigt (4, 59, 60).

J© =g+ + g [1—exp(S2)] (10)

—tGy
N1

J(t) representa la complianza general en cualquier tiempo t, Go es el modulo elastico
instantaneo de la unidad de Maxwell y G1 es el modulo eléstico de la unidad de Kelvin- Voigt
(4, 60, 61). Esta ultima representa las contribuciones de la regidon elastica a la complianza
total. El amortiguador del elemento de Maxwell representa la viscosidad residual, 10, y el
amortiguador asociado con Kelvin-Voigt se denomina viscosidad interna, n1. Por otra parte,

la region de viscoelasticidad lineal se ajusta a la ecuacion (11) (59), y cuando se alcanza un
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estado de equilibrio, en la mayoria de los casos se reduce a la ecuacion (12). La Ecuacién

(12) se utiliza para determinar la deformacion por creep en estado estacionario (59, 60).

J©=J5+- (1)

1 1
=g ts 12

0

Los valores experimentales de ] (Pa*) en el proceso de recuperacion se ajustaron a la ecuacion
(13):

J(©) = Joo + Jivexp(=Bt)  (13)

Donde B y C son parametros que definen la tasa de recuperacion del sistema, Joo es la
complianza residual, Ji, s la complianza maxima del elemento Kelvin-Voigt, y t es el

tiempo. La ecuacion (13) se cumple con las siguientes condiciones(62-64):

1) Cuando t—0, J(t) es igual a Joo + ]y, que corresponde a la deformacion maxima de

los amortiguadores en el modelo de Burger con recuperacion instantanea.

2) Para t—oo, J(t) es igual aJoo , que proporciona la deformacidn residual del sistema

correspondiente al desplazamiento irreversible del amortiguador de Maxwell.

Adicionalmente, la deformacion del resorte de Maxwell (Jg), se obtiene mediante el uso de
la ecuacion (14), donde J,.x €S la deformacion maxima correspondiente al valor de

complianza experimental para el tiempo mas largo (300 s).

]8 = ]max + (]oo + ]kv) (14)

Por Gltimo, es posible calcular los porcentajes de deformacion (S%) y de recuperacion (R%)

de cada elemento del modelo de Burger utilizando las siguientes expresiones:

S = (]elemento/] ) * 100 (15)

R = (Umax - ]OO]/]maX) * 100 (16)
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La complianza (J(t)), el porcentaje de deformacion (S%) y el porcentaje total de recuperacion
(R%) obtenido para cada uno de los elementos del modelo de Burger se presentan en las

Tablas 3 y 4, respectivamente.

Tabla 3: Viscosidad residual (o) y valores de complianza (Joe, Jmax, J=o, Jwv) para los
diferentes materiales sintetizados.

To Jot Jmax N Jkv
Materiales (10° Pa.s) (10°Pat) (10°Pa?) (10°Pa?) (10°Pal)
Q1HIAO 3% 2.833 102.400 111.597 0.684 8.513
Q1HIAO 5% 1.701 119.100 134.200 6.611 8.489
Q1HIAO0.5 3% 8.711 58.310 61.965 2.534 1.122
Q1HIAO0.5 5% 7.530 27.760 31.435 0.178 3.497
Q1HIAL 3% 4.228 61.350 68.740 3.425 3.965
Q1HIAL 5% 7.616 37.440 41.360 0.907 3.013

Tabla 4: Porcentajes de deformacion (S%) y recuperacion (R%) para cada elemento de
complianza de los diferentes materiales sintetizados

Deformacion, S (%)

Materiales Recuperacion, R (%)
Jof [ Imax Joo Nmax Jiv 1 Imax
Q1HIAO 3% 91.76 0.61 7.63 99.39
Q1HIAO 5% 88.75 4.93 6.33 95.07
Q1HIAO.5 3% 94.10 4.09 1.81 95.91
Q1HIA0.5 5% 88.31 0.57 11.12 99.43
Q1HIAL 3% 89.25 4.98 5.77 95.02
Q1HIAL1 5% 90.52 2.19 7.28 97.81

Los resultados anteriores muestran que la viscosidad residual (no) para los controles
(Q1HIAO 3% y 5%) es menor que para los otros materiales IPNs, lo cual indica una menor
resistencia a la deformacion. Estos hidrogeles se deforman y fluye mas facilmente cuando se
aplica tensién a la muestra en comparacién a los materiales interpenetrados sintetizados. A
pesar de ello, los materiales Q1HIAQ 3% y 5% se recuperan casi en su totalidad (99% y 95%

respectivamente), indicando que la deformacion fue predominantemente elastica, donde no
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ocurrio ruptura de enlaces ni de microestructuras generadas por enmarafiamiento de las

cadenas poliméricas (59).

Los materiales interpenetrados presentaron una menor deformacion instantanea comparado
con los controles, la cual puede ser debida a la densidad de polimero por unidad de volumen,
donde, la presencia de otra red polimérica disminuye los grados de libertad que pueden tener
las cadenas libres, limitando por tanto su deformacion final. Es importante resaltar que a
pesar de que su deformacion elastica es menor, el componente viscoso de la deformacion (Jkv
/ Jmax ) NO presenta diferencia significativa con los controles, sugiriendo una mayor resistencia
a latensién por parte de los materiales interpenetrados. A su vez, la incorporacion de un cido
carboxilico a un polimero puede contribuir a la formacién de enlaces de hidrégeno y puede
aumentar la resistencia mecénica de las redes poliméricas interpenetradas (56, 57).

Por otro lado, se observa que el aumento de la relacion de p(HEMA-co-1A) no cambio de
manera significativa la capacidad del IPN de resistir una tensién, donde la disminucion de la
deformacion es muy poca entre 1:0.5 y 1:1. La rigidez de las cadenas de quitosano depende
principalmente del contenido de grupos acetilo y del peso molecular del mismo. De la misma
manera, debido a la combinacion de los efectos estéricos de los grupos acetilo y la repulsion

debida a los grupos amino protonados, la rigidez de las cadenas aumenta (65).

La temperatura a la cual tiene lugar la deformacion plastica de un material polimérico es
también factor importante para la determinacion de la velocidad de fluencia (61, 66). A
temperaturas por debajo de la Tg, la velocidad es relativamente baja debido a la movilidad
restringida de las cadenas del polimero. Por el contrario, arriba de la Tg, los polimeros se
deforman con mas facilidad por una combinacion de deformacion eléstica y plastica (61).
Los andlisis se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25°C), por tanto, la movilidad de las
cadenas del polimero es limitado, produciendo una disminucion de la fluencia de los

materiales.

En los anélisis de relajacion de esfuerzos realizados a los materiales se evidencia que el
modulo de cizalla (G) disminuye gradualmente a medida que pasa el tiempo cuando la
deformacion constante de 5% se mantiene. Esto indica que el componente elastico de los

materiales se desgasta con el tiempo (60). La causa de esta relajacion es debida a la induccion
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de un flujo viscoso no recuperable en la estructura interna del material debido a
deslizamientos de las cadenas poliméricas, asi como por la ruptura y deformacion de los
enlaces secundarios entre las cadenas (4, 60, 61).

~—~
g —— Q1HIA03% —* QI1HIA0.53% Q1HIAL 3%
~ 20
o - QLHIA05% ~—* Q1HIA0.55% ~® QLlHIA 5%
8
‘©
N
o
o
©
o
S
©
o
=
0+ Y v T
0 100 200 300

Tiempo (Segundos)

Figura 12: Andlisis de relajacion de la tension en deformaciones de 5% para los
materiales interpenetrados:

Cabe resaltar que los controles presentaron menores médulos de cizalla que los materiales
interpenetrados. Esto es debido a la rigidez aportada por parte del enmarafiamiento de las
cadenas poliméricas en los materiales. Un valor de médulo de cizalla grande indica que un
solido es altamente rigido, en otras palabras, se requiere una gran fuerza para producir
deformacion; mientras que un valor pequefio para este modulo indica que un sélido es blando

o flexible, por lo que se necesita poca fuerza para deformarlo.

Cabe mencionar que a medida que aumenta el nivel de entrecruzamiento en los materiales
interpenetrados el decaimiento en el valor del mddulo de cizalla aumenta, indicando una
menor fluidez y elasticidad. El decaimiento en el modulo también podria ser debido a la
generacion de microfisuras en los materiales debido a la presion ejercida, esto indica rigidez
del material y poca fluidez de estos. También cabe resaltar que debido a que se trabaja debajo
de su temperatura de transicion vitrea, los polimeros presentaran una estructura

predominantemente cristalina, lo cual limitara su fluidez.
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6.2.4. Estudios de biodegradacion enzimatica.

La Figura 12 muestra la degradacién de todos los materiales bajo condiciones fisiologicas
simuladas a dos concentraciones de lisozima. La Eq. (17) fue utilizada para determinar la
proporcion de degradacion por medio del peso seco de los xerogeles antes y después de
someterlos al proceso de degradacién con lisozima.

Proporcion peso seco (%) = % * 100 17)

Donde X, es el peso inicial del xerogel y X, es el peso del xerogel a determinado tiempo de
degradacion (67, 68).

0.01 mg/L 0.1 mg/L

100 100

80 80
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Figura 13: Dependencia del tiempo de la proporcion del peso seco restante de los
materiales en 0,01 mg ml-1y 0,1 mg ml-1 de lisozima en un buffer de acetato pH 7,4 a
37°C

Como se observa en la figura 13 la degradacion varia entre el 85y 75% para los controles y
entre 75y 60% para los materiales interpenetrados en las dos concentraciones de lisozima
utilizadas, mostrando una tendencia mayor de degradacion a medida que aumenta la

concentracion del copolimero en el material.

Con los datos obtenidos se realizé un disefio factorial de multiples niveles, con 4 factores,
tres réplicas y 216 corridas. (Anexo 7). Observando los resultados obtenidos se concluye que

los factores que presentaron mayor influencia sobre la degradacion fueron el tiempo y la
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composicion de los materiales y no la concentracion de lisozima ni el porcentaje de

entrecruzamiento.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Proporcion degradada, a = 0.05)

Término 1.977
A Factor Nombre
B A Tiempo
8D B Composicion
C Concentracion Lisozima
He D Entrecruzamiento

ACD

ABCD

N ——— - -

3 4 s 6 7 8
Efecto estandarizado

Grafica de efectos principales para Proporcion degradada
Medias ajustadas

Tiempo Composicion Concentracion Lisozima Entrecruzamiento

Media de Proporcion degradada

Figura 14: Diagrama de Pareto y Grafico de interaccién de los cuatro factores
principales.

La Figura 14 fue realizada con el fin de observar el efecto de cada factor sobre el peso de los
materiales poliméricos y su degradacion, en ella se confirma nuevamente que la
concentracion de lisozima y el porcentaje de entrecruzamiento no tiene efecto sobre su
degradacién. (Figura 13).
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En cuanto al efecto de la composicion del material sobre la degradacion, se observé que la
degradacion aumento a medida que lo hiso la concentracién del copolimero, esto puede ser
debido a un mayor hinchamiento por parte de los materiales interpenetrados en comparacion
con los controles, donde al aumentar la cantidad de grupos ionizables en un pH bésico (como
7.4) se lograra mayor hinchamiento y por tanto mayor concentracion de lisozima dentro del
material. Otra posible explicacion a lo acontecido es que entre mayor es la proporcion de
quitosano en el material, mayor es la concentracion de enzima necesaria para la degradacion

y por tanto el peso del material es mayor.
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Figura 15: Gréfico de interaccion de los cuatro factores principales.

También, cabe resaltar que se encontrd influencia estadisticamente significativa de la
interaccidn entre la composicion de los materiales y la concentracién de la lisozima, asi como
la interaccion entre la composicion y el entrecruzamiento sobre la degradacion, donde a
medida que aumentaba la concentracion del copolimero en la composicion del material se

observo una mayor degradacién en ambos casos.

Los materiales control posiblemente presentaron menor degradacion con respecto a los

demas materiales puesto que es posible que los IPN’s al contener otro polimero en su
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estructura p(HEMA-co-1A), aumentan su capacidad de hinchamiento, generando que mayor

cantidad de solucion enzimatica entre a la matriz y pueda degradarla en un mayor porcentaje.

Estos resultados demuestran la degradabilidad de los materiales en condiciones fisioldgicas.
Al contener una mayor proporcién de copolimero puede hincharse con mayor facilidad, lo
que se observa como un aumento en el volumen de los IPN’s, logrando de tal forma que se
degrade de manera dréstica el material, ademas, no se logré observar diferencia significativa

entre las concentraciones de lisozima utilizadas.

6.2.5. Cinéticas de liberacion de Diclofenaco soédico.

Con el objetivo de estudiar el comportamiento de los materiales durante la liberacién de un
farmaco es necesario simular los diferentes pHs que se encuentran en el cuerpo debido a que
tanto el quitosano como el p(HEMA-co-1A) son sensibles a los cambios de pH del medio de

hinchamiento. Por lo anterior se realizaron las cinéticas de liberacion en pH 1.2, 4.5y 6.8.

Se realizé una curva de calibracion con el estandar del diclofenaco para lo cual se emple6
una solucién madre de 20 ppm en agua destilada, a partir de la cual se realizaron diluciones
para obtener concentraciones desde 0.5 ppm hasta 15 ppm (Anexo 15), de la cual se obtuvo
la ecuacion de la recta (Eq 7), con un coeficiente de determinacion alto, que indica que el
modelo explica el comportamiento de la absorbancia y que esta es dependiente de la

concentracion de las muestras en un 99,99%,

Abs = 0.03417[Concentracion (ppm)] — 0,008013  (7)

Abs +0,008013
0.03417

[Concentracion (ppm)] =

ademas, el valor P de 0,000; menor a la significancia del 5%, indica que el modelo se ajusta

adecuadamente a los datos obtenidos.

Para determinar la longitud de onda 6ptima para cuantificar el diclofenaco se realizé un
barrido de longitudes de onda y se observo que a 276 nm presentaba la mayor absorcion. Se
obtuvieron absorbancias a cada pH, los cuales se tomaron por triplicado en cada tiempo
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Con los datos obtenidos anteriormente se realizaron extrapolaciones para determinar las

concentraciones correspondientes a cada tiempo (Figura 15):
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Figura 16: Concentracion disuelta de diclofenaco (ppm) contra tiempo (min).

La figura anterior (fig. 15) muestra que para todos los materiales, a pH 6,8 se dio una mayor
liberacion del farmaco con respecto al tiempo en comparacion con los demaés valores de pH,
esto puede ser explicado por los grupos carboxilo presentes en las redes poliméricas, que a
pH maés basico, se encontrardn en su estado ionizado (carboxilato), favoreciendo las
interacciones con el agua, lo que genera relajacion de la red, aumento de la entrada de medio
a la matriz y por tanto mayor liberacion del diclofenaco contenido.

Cabe resaltar que el material que tuvo la mayor liberacion de diclofenaco sdédico fue
Q1HIAO0.5 3% , con una concentracion final de 32 ppm, le sigue el Q1HIAL 3% con 27 ppm
y por ultimo el material control Q1HIAOQ 3%.
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Dos caracteristicas importantes estan vinculadas al diclofenaco. En primer lugar, su
solubilidad, que depende del pH del medio de liberacion; En soluciones &cidas la solubilidad
es inferior a 1 mg/ml (69). Sin embargo, la solubilidad aumenta a un pH por encima de 6.5
(69-71). Este hecho explica el comportamiento observado en las cinéticas de liberacion,
donde a pesar de que a pH bajos el hinchamiento de las redes fuera mayor, la liberacién del
diclofenaco se vio limitada por su baja solubilidad debido a que se encuentra en su forma

acida y no en su forma de sal.

En segundo lugar, el diclofenaco sodico sufre una ciclacion intramolecular en condiciones
acidas (Fig.16) que se encuentran en los jugos gastricos, lo que puede causar su inactivacion
y disminucidn de la liberacion. Como consecuencia de la ciclacion intramolecular, se pierde

el sodio, por lo tanto, la solubilidad del compuesto disminuye alin mas.

Figura 17: Reaccion de ciclacion del diclofenaco sédico a pH acido (69).
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La ciclacion en condiciones &cidas es reversible cuando el pH de la solucion circundante

cambia a basico 0 neutro con una alta proporcion de Sodio (69). Por lo tanto, no seria

necesario protegerlo de la accion de los jugos gastricos.

Con el objetivo de explicar y profundizar sobre los perfiles de disolucion determinados, a

partir de los posibles mecanismos de liberacion del farmaco modelo desde el sistema

matricial, se realizé un andlisis cinético mediante la utilizacion de varios modelos semi —

empiricos. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Parametros y coeficientes de determinacion de los modelos cinéticos de

liberacion.
Orden cero Orden 1 Korsmeyer-peppas Higuchi
Materiales pH
K R? K R? Kr n R? K R
12 0003 09002 0009212 05768 0.068632 03959 0.9488  3.5715 0.9799
OUVAY 45 00018 09308 0005527 08835 0056540 02679 09684  3.3782 0.8972
6.8 00209 0924 0004700 0.6866 0018823 05635 0.9959  3.0039 0.8722
12 00038 07139 0010133 05579 0047931 04712 09477  1.293 0.9062
ng'(!/'?o"r’ 45 00053 0.8099 0.006909 0.6672  0.056642 03968 0.9838  2.6734 0.9539
68 00542 09275 0005500 06411 0015861 0617 09913  2.6702 0.9815
12 00036 06876 0017733 0.7836  0.089046 035784 09413  2.6919 0.9982
QUUAL 45 00053 08848 0006909 07786 0063934 0.3666 0.9793  3.1028 0.9979
6.8 00535 09353 0005200 0.6710 0016938 06295 09967  3.6767 0.9971

Como se observa en la tabla 5, la liberacion del diclofenaco a partir de los materiales

sintetizados se ajusta a la ecuacion semi-empirica proporcionada por Korsmeyer-Peppas con

un coeficiente de determinacion alto (por encima de un 95%).
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Figura 18: Graficas obtenidas de la transformacion de los datos a los distintos modelos
cinéticos: A. Orden Cero, B. Orden 1, C. Korsmeyer-Peppas, D. Higuchi.

Los valores de K; obtenidos muestran una tendencia a disminuir con el aumento del pH
implicando una liberacién més lenta. Esto se podria explicar por el grado de hinchamiento
del material a estos pHSs, ya que a pesar de que el farmaco es poco soluble en pH acidos (1.2
y 4.5), el grado de hinchamiento es mayor, captando una mayor cantidad de agua y, por lo

tanto, produciendo una liberacion mas réapida del farmaco.

Para los pH é&cidos el valor de n fue menor a 0.45 en todos los materiales estudiados,
indicando una liberacion regida por la ley de difusién de Fick. En comparacion, a pH basico
el valor de n fue mayor a 0.45 mostrando que la liberacion tuvo un comportamiento de

transporte anémalo (60, 72-74).
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Figura 19: Cinética de liberacion de diclofenaco sddico de los materiales Q1HIAO 3%,
Q1HIA0.5 3% y Q1HIAL 3% a diferentes pH y 37°C.

La ley de Fick describe bien la etapa inicial de la liberacion, luego se produce un ligero
sobrehinchamiento debido a la relajacion relativamente lenta de las cadenas de polimero, en

comparacion con la velocidad de deformacion debida al hinchamiento (75).
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Figura 20: Cinética de liberacién de diclofenaco sodico a pH 1.2, 4.5y 6.8 paea cada

material.

A pH basico un comportamiento de transporte andmalo indica dos fendmenos diferentes, el
hinchamiento y la difusion (38, 60). Aunque el transporte por difusion contribuye més a la
velocidad de liberacion de un farmaco, el proceso de relajacion es relevante sélo cuando el

pH del medio de liberacion se incrementa (60).

Como se observa en la tabla 5, los resultados obtenidos se ajustan muy bien al modelo de
Higuchi, indicando que la liberacion del farmaco fue por difusién. Es de resaltar que los
materiales interpenetrados fueron los que se ajustaron de mejor manera a este modelo
sugiriendo que la incorporacion de una segunda red polimérica al material afecta

significativamente en la difusién del farmaco (figura 18).

La figura 19 muestra la relacion final de la liberacion M/Mins en comparacion con el pH del

medio para todos los materiales estudiados, mostrando una influencia significativa en el
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comportamiento de la liberacion para el material QLHIAO 3%, donde la liberacion baja y
vuelve a subir a medida que el pH aumenta. En los materiales interpenetrados Q1HIAOQ.5 3%
y Q1HIAL 3% el pH no presento una influencia significativa en el comportamiento de
liberacion. Cabe resaltar que a pesar de que no fuera significativo el efecto, se observé una
tendencia a “controlar” mejor la liberacion a medida que el pH aumentaba; esto puede ser
debido a que a pH altos el hidrogel se hincha menos, limitando la liberacién del farmaco de

la matriz.

Se realizo6 un disefio factorial donde se comparaban la composicion y el pH como factores
principales que afectan las variables de respuesta, que para el caso de la liberacion fueron la

constaste cinética de liberacion y la concentracion final liberada por cada material.

Analizando los resultados obtenidos del disefio se observo que el pH es el factor que tiene
principal efecto sobre la constante de liberacion del farmaco (valor p = 0.000). En
comparacion, la composicion no presenta influencia en la liberacion del farmaco (Valor p =
0.368). lo anterior es confirmado en el diagrama de Pareto obtenida de la regresion factorial

general. Figura 21.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es K de liberacion, a = 0.05) (la respuesta es Con. final liberada (ppm), a = 0.05)
Término 210 Término 210
; Facter Nombre : Factor Nombre
A Compor A Comp:
B pH B pH
B B
A A
AB | AB
|
i
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 0 12 1" %
Efecto estandarizado Efecto estandarizado
A B

Figura 21: Diagrama de Pareto de efectos estandarizados sobre la constante de liberacion (A) y la concentracion final
liberada (B).

Con respecto a la concentracion final liberada (figura 21 B) se determind que tanto la
composicion, el pH y la interaccion entre los dos factores tienen efecto sobre este, cabe
resaltar que al analizar el diagrama de Pareto muestra que el factor que mas tiene influencia

sobre la liberacion es el pH.
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Por altimo, la interaccion entre factores (figura 22) muestra una tendencia de comportamiento
de los materiales, donde no hay cambios significativos de las medias cuando se cambia la
composicion, en cambio, cuando se cambia el pH de la solucién de liberacion, la constante
de liberacion se ve mayormente afectada. Cabe resaltar que la composicion de los materiales
si impacto en la concentracion final liberada, donde la composicion Q1HIAQ.5 3% presento

la mayor concentracion de farmaco liberado.

Grafica de interaccién para K de liberacion Gréfica de interaccién para Con. final liberada (ppm)
Medias de datos Medias de datos

0.07 oH P oH
=) —. 12 40 s el —» 12
- —m— 45 T el —m— 45
0.06 - _a-gs s Teile —#-es

0.5 10
Composicion

0.0 0.5 10 0.0
Composicion

Figura 22: Grafica de interacciones entre factores para la constante de liberacion y la
concentracion final liberada.

Con el objetivo de determinar la composicion que responde mejor la liberacion se realiz6 una
optimizacion entre el hinchamiento maximo de los materiales, la concentracion final liberada
y las constantes de liberacion e hinchamiento. La grafica de optimizacion muestra como las
diferentes configuraciones experimentales afectan las respuestas para el modelo factorial

estudiado.

Se desea maximizar el Wins y la K de hinchamiento ya que estas respuestas estan relacionadas
con la captacién de farmaco en la carga del hidrogel, mientras que se desea minimizar la k

de liberacién para asi garantizar una liberacion modificada.

El andlisis arrojé que la mejor composicién es la que contenga 1:0.55 en proporcién entre
quitosano y el copolimero respectivamente, ademas, el pH dptimo para realizar un estudio de
liberacion para el diclofenaco es por encima de 6.46. Lo anterior demuestra que la
incorporacion de p(HEMA-co-1A) si genera una mejora en la carga y liberacién del farmaco
modelo estudiado. También cabe resaltar que el aumento en proporcién del copolimero en

los IPN no mostro una influencia significativa en la liberacion.
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Figura 23: Grafica de optimizacion de respuestas para la cinética de liberacion

Pensando en un dispositivo de liberacion controlada, seria conveniente que la matriz de
liberacion fuera mas rigida para asi retardar la liberacion del farmaco. Los materiales
estudiados tienen la capacidad de cambiar la rigidez de acuerdo con el pH donde se
encuentren debido al hinchamiento. Al presentar un menor hinchamiento, las redes estan

menos relajadas impidiendo que el farmaco se libere de la matriz de forma efectiva.
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7. CONCLUSIONES.

La sintesis de una red polimérica interpenetrada de quitosano y p(HEMA-co-1A) se llevo a
cabo de forma satisfactoria. De esta forma se logro sintetizar las distintas composiciones de

los 4 materiales interpenetrados propuestos.

La espectroscopia infrarroja (FT-IR) mostré una acentuada banda caracteristica del carbonilo
del éster y de la amida secundaria a medida que el entrecruzamiento del quitosano aumenta.
De la misma manera, la intensidad de la banda correspondiente a la cadena alifatica y la sefial
de carbonilo, provenientes del copolimero, aumenta con la concentracién de p(HEMA-co-
IA) en los materiales, concluyendo que los materiales si se formaron con las condiciones de

reaccion utilizadas y no hubo interferencias al momento de la sintesis.

Los estudios cinéticos de hinchamiento de los materiales sintetizados a diferentes pH se
ajustaron a una cinética de segundo orden, donde el grado de hinchamiento maximo en el

equilibrio (Woo) aument6 con la incorporacion de p(HEMA-co-IA).

La presencia de p(HEMA-co-1A) en las redes poliméricas interpenetradas genera un aumento
en el hinchamiento, causando que mayor cantidad de solucion de lisozima ingrese a la matriz
y por tanto degrade mayor cantidad de polimeros, en contraste, no se observé diferencia
significativa en la degradacion entre las concentraciones de lisozimas utilizadas, ni tampoco
por parte del nivel de entrecruzamiento. El factor tiempo tiene una influencia significativa en

la degradacion en los primeros 3 dias de estudio.

Los materiales estudiados presentaron un comportamiento viscoelastico, predominantemente
viscoso, donde la incorporacion de copolimero afecto la deformacion fina de los materiales
interpenetrados siendo menor que la de los controles. Esto muestra una mayor rigidez del

material lo cual favorece una liberacién mas lenta.

Se evaluod la cinética de liberacion de diclofenaco a partir de los materiales interpenetrados
Q1HIA0.5 3% y Q1HIAL 3% la cual se ajust6 al modelo cinético de Korsmeyer-Peppas, esto

indica una liberacion regida por el hinchamiento del material, por la ley de difusion de Fick
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a pH acidos, mientras que un comportamiento de transporte andmalo se observo a pH basico.
A su vez, se evidencid que los materiales interpenetrados Q1HIA 0.5 y Q1HIA 1 funcionan

como vehiculo de liberacion prolongada.

Existe influencia del pH en la magnitud de liberacion del farmaco como en el hinchamiento
del material, siendo los valores de pH altos los que la favorecen la liberacion del diclofenaco,
pero disminuye la capacidad de hinchamiento y por tanto la liberacion se hace mas
controlada.

La optimizacion de respuestas muestra que el mejor material para realizar la liberacion del
farmaco es el Q1IHIAO.5 3% ya que presento el mejor hinchamiento y la mejor liberacion en

el tiempo estudiado.
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8. RECOMENDACIONES.

Seria interesante estudiar el hinchamiento del material sometido a distintos pHs en intervalos
de tiempo diferentes. Con esto se podria estudiar como el material responde a cambios
repentinos en las condiciones de hinchamiento. Esto se realizaria pensando en la aplicacion
de los materiales sintetizados como dispositivos de administracion de farmacos por via oral,
donde las condiciones de pH cambian a medida que pasa a través del organismo.

Por altimo, realizar anélisis reolégicos mas exhaustivos a estos materiales (compresion,
oscilatorias y con rampas de temperaturas) que ayuden a determinar en mayor medida que

material expresa las mejores propiedades mecanicas.

Con respecto a la liberacion controlada de farmacos, se podria plantear la carga del farmaco
directamente durante la sintesis del material para asi garantizar la concentracion deseada del
farmaco en el material. Cabe resaltar que esto depende de la solubilidad de dicho
componente, el farmaco tiene que ser polar para que la carga sea efectiva por su solubilidad
en agua. Por ultimo, se propone estudios de biocompatibilidad en animales modelo para

evaluar la citotoxicidad de los materiales.
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10. ANEXOS.

Iniciacion
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Anexo 1: Mecanismo de polimerizacion de HEMA por radicales libres.
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Diacrilato de etilenglicol

Resultado Final

IA) y el DEGDA

Anexo 2: Representacion del entrecruzamiento entre la P(HEMA-co-
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(1)

Anexo 3: Mecanismos de entrecruzamiento de la genipina. Se ilustra la formacion de una amida (1) y la formacion de un
heterociclo (2
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Anexo 4: Mecanismo de entrecruzamiento de la genipina con la red de quitosano
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Anexo 5 : Mecanismo de entrecruzamiento de la genipina con una segunda red de quitosano
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Optimizacion de respuesta: K de hinchamiento, Con. ... iberacion, Winf

Parametros
Respuesta Meta Inferior Objetivo Superior Ponderacion Importancia
K de hinchamiento Méaximo 0.00038 0.0470 1 1
Con. final liberada (ppm) Maéaximo 2.21053 47.4269 1 1
K de liberacion Minimo 0.0092  0.0838 1 1
Winf Maximo 147664 21.5127 1 1
Solucién
Con.
K de final K de

Composici hinchamien liberada liberacio Deseabilida
Solucié H to (ppm) n Winf d
n P Ajuste Ajuste Ajuste Ajuste  compuesta
1 0.555556  6.4606 00299922 311833 0.026229 60919 0.518526

1 7 0
EE de

Respuesta Ajuste  ajuste IC de 95% IP de 95%
K de hinchamiento 0.02999 0.00255 (0.02469, 0.03529) (0.01534, 0.04465)
Con. final liberada (ppm) 31.18 1.69 (27.67, 34.69) (21.47, 40.89)
K de liberacion 0.02623 0.00300 (0.01999, 0.03247) (0.00897, 0.04349)
Winf 6.092 0.963 (4.089, 8.095) (0.550, 11.634)

Anexo 6: Optimizacion de respuesta realizado para los materiales sintetizados

65



Grafica de contorno de K de hinchamiento vs. pH, Composicion
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Anexo 7: Grafica de contornes de K de hinchamiento vs. pH y composicion

Grafica de contorno de Con. final liberada (ppm) vs. pH, Composicion
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Anexo 8: Grafica de contornes de Concentracion final liberada de diclofenaco sodico vs. pH y composicion
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Grafica de contorno de K de liberacion vs. pH, Composicion
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Anexo 9: Grafica de contornes de K de liberacion vs. pH y composicion.

Grafica de contorno de Winf vs. pH, Composicion
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Anexo 10: Grafica de contornes de K de hinchamiento vs. pH y composicion.
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Grafica de efectos principales para K de liberacion
Medias de datos
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Anexo 11: Grafica de efectos principales sobre la constante de liberacion.

Grafica de efectos principales para Con. final liberada (ppm)
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Anexo 12: Grafica de efectos principales sobre la concentracion final liberada del diclofenaco sodico



Grafica de efectos principales para Winf
Medias de datos
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Anexo 13: Grafica de efectos principales para la relacion de hinchamiento en el infinito

Regresion factorial general: Proporcion degradada vs.

... ecruzamiento
Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Tiempo 6 3,69 12, 15, 21
Composicion 3 000510
Concentracion Lisozima 2 0.01,0.10
Entrecruzamiento 2 3%, 5%

Analisis de Varianza

Fuente Valor F Valor p
Modelo 29.39  0.000
Lineal 217.64  0.000
Tiempo 98.27 0.000
Composicion 732.55 0.000
Concentracion Lisozima 1.87 0.174
Entrecruzamiento 042 0.5176
Interacciones de 2 términos 457  0.000
Tiempo*Composicion 0.26  0.989
Tiempo*Concentracion Lisozima 0.56  0.731
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Tiempo*Entrecruzamiento
Composicion*Concentracion Lisozima
Composicion*Entrecruzamiento
Concentracion Lisozima*Entrecruzamiento
Interacciones de 3 términos
Tiempo*Composicion*Concentracion Lisozima
Tiempo*Composicion*Entrecruzamiento
Tiempo*Concentracion Lisozima*Entrecruzamiento
Composicion*Concentracion Lisozima*Entrecruzamiento
Interacciones de 4 términos
Tiempo*Composicion*Concentracion Lisozima*Entrecruzamiento
Error

Total
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
2.35925 93.55% 90.36% 85.48%

0.81
9.54
37.64
10.55
0.44
0.63
0.26
0.29
0.81
0.20
0.20

0.546
0.000
0.000
0.001
0.993
0.790
0.989
0.915
0.448
0.996
0.996

Anexo 14: Regresion factorial general realizada para la degradacion de los materiales.
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Grafica de linea ajustada
Absorbancia = - 0.008013 + 0.03417 Concentracién (ppm)
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Analisis de regresion: Absorbancia vs. Concentracion (ppm)

La ecuacion de regresion es
Absorbancia = - 0.008013 + 0.03417 Concentracion (ppm)

Resumen del modelo

R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)

0.0027217 99.99% 99.99%
Analisis de Varianza

Fuente GL SC MC F P
Regresion 1 0422126 0.422126 56983.47 0.000
Error 7 0.000052 0.000007

Total 8 0422178

Anexo 15: Curva de calibracion realizada para la cuantificacion de diclofenaco.
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FE DE ERRATAS

La Universidad Icesi aclara que este proyecto de grado se ejecutd bajo el
Contrato Marco de Acceso a Recursos Genéticos y Productos Derivados N°
108 del 07 de mayo de 2018 y del Otrosi No. 1 del 17 de agosto del mismo
afo, en el marco del control que adelanta el Grupo de Recursos Genéticos de
la Direccion de Bosques, Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos del
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible. Asi como de la Resolucion
0526 del 20 de mayo de 2016 de la Autoridad Nacional de Licencias
Ambientales (ANLA). Las muestras vegetales fueron recolectadas en la
ciudad de Cali, Valle del Cauca, Colombia en las coordenadas geodésicas 3°
23'09.1"N 76°32'39.6"W y 3°21'01.0"N 76°32'14.1"W.
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