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IX

“PREPARACION Y CARACTERIZACION DE HIDROGELES DE POLI(HEMA -
PEGXMEM-AI) PARA SU APLICACION COMO SISTEMA DE TRANSPORTE DE

ACIDO URSOLICO A TRAVES DE LA VIA ORAL”

Resumen

En el presente trabajo se realizd la sintesis de hidrogeles sensibles a pH, a partir de la
polimerizacion de radicales libres basados en los mondmeros polietilenglicol
metiletermetacrilato (PEGXMEM), 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) y &cido itaconico (Al).
La polimerizacion se realizé en solucion etandlica, se usé metilenbisacrilamida (MBA) como
agente reticulante, 1-hidroxiciclohexilfenilcetona (HCPK) como iniciador y activada por
fotopolimerizacion a 365 nm. El hidrogel poli(HEMA-PEGXMEM-AI) (HGx) fue usado para
evaluar su potencial como sistema de transporte de &cido ursdlico, el mismo que fue extraido
de la planta Clinopodium revolutum (flor de arena). La caracterizacién del hidrogel HGx fue
realizado por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR-ATR),
espectroscopia RAMAN, difraccion de rayos X (DRX), analisis termogravimétrico (TGA) y
microscopia electrénica de barrido (SEM). Se estudi6 el comportamiento de hinchamiento en
soluciones tampén de pH 2 hasta pH 10, asi como, en pH 2,2 (ambiente gastrico) y 7,4
(ambiente intestinal) de manera especifica. Los resultados mostraron una exitosa
polimerizacion con un rendimiento de 81,9 %. El grado de hinchamiento de los hidrogeles HGs
y HGg en pH 2,2 fue de 0,45 y 0,93 (g agua /g hidrogel), mientras que en pH 7,4 fue de 1,97 y
2,64 (g agua /g hidrogel) respectivamente. El estudio morfoldgico de los hidrogeles por SEM
permitio observar la variacion del tamario de los poros, el cual depende del pH al que se somete.
Asi mismo, el SEM permiti6 observar la correcta encapsulacion del &cido ursolico dentro de la
red polimérica. Los hidrogeles sintetizados presentaron una eficiencia de carga de 3,20 %
(HGs) vy 2,69 % (HGy), asi como una eficiencia de encapsulacion de 86,69 % (HGs) y 85,86 %
(HGo). El estudio de liberacion in vitro revel6 una cinética de liberacion que sigue el modelo
de Korsmeyer-peppas (R? = 0,75). Por tanto, estos hidrogeles podrian ser candidatos

prometedores para nuevos sistemas de transporte de compuestos bioactivos.

Palabras clave: liberacion, administracion, acido itaconico, HEMA, fotopolimerizacion,

acido ursolico.
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“PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF POLY(HEMA-PEGXMEM-ALI)
HYDROGELS FOR APPLICATION AS URSOLIC ACID DELIVERY SYSTEM BY

THE ORAL VIA”

Abstract

In this study, pH-sensitive hydrogels were synthesized through free radical polymerization
using the monomers polyethylene glycol methylether methacrylate (PEGXMEM), 2-
hydroxyethyl methacrylate (HEMA), and itaconic acid (1A). The polymerization was carried
out in an ethanolic solution, with methylenebisacrylamide (MBA) as the cross-linking agent
and 1-hydroxycyclohexyl phenyl ketone (HCPK) as the initiator, activated by
photopolymerization at 365 nm. The poly(HEMA-PEGXMEM-AI) hydrogel was evalued for
its potential as a delivery system for ursolic acid, which was extracted from the plant
Clinopodium revolutum (Flor de Arena). The HGx hydrogel was characterized by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR-ATR), RAMAN spectroscopy, X-ray diffraction
(XRD), thermogravimetric analysis (TGA), and scanning electron microscopy (SEM). The
swelling behavior was studied in buffer solutions ranging from pH 2 to pH 10, with specific
focus on pH 2.2 (gastric environment) and 7.4 (intestinal environment). Results showed
successful polymerization with yield of 81.9 %. The absence of the C=C signal at 1630 cm™
in the FTIR and RAMAN spectra confirmed successful polymerization. The swelling degree
of the HGs and HGo hydrogels at pH 2.2 was 0.45 and 0.93 (g water/g hydrogel), respectively.
While at pH 7.4, was 1.97 and 2.64 (g water/g hydrogel), respectively. SEM analysis revealed
variations in pore size depending on the pH conditions and confirmed the correct encapsulation
of ursolic acid within the polymeric network. The synthesized hydrogels exhibited a loading
efficiency of 3.20 % (HGs) and 2.69 % (HGo), and an encapsulation efficiency of 86.69 %
(HGs) and 85.86 % (HGy). The in vitro release study indicated that the release kinetics followed
the Korsmeyer-Peppas model (R? = 0.75). Therefore, these hydrogels could be promising
candidates for new drug delivery systems.

Keywords: release, delivery, HEMA, itaconic acid, photopolymerization, ursolic acid.
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Introduccion

El &cido ursolico (AU) es un triterpeno pentaciclico que ha surgido como una molécula de
interés farmacologico debido a sus diversas propiedades farmacoldgicas. Este compuesto se
puede aislar de varias plantas como Rosmarinus officinalis (romero), Malus domestica
(manzana), Origanum vulgare (orégano), Salvia officinalis (salvia) (Pironi et al., 2018) y de
Clinopodium revolutum (flor de arena) que es una planta endémica del Peri comldnmente
conocida como flor de arena (Ludefia et al., 2021). Estudios realizados han destacado que la
biomolécula de acido ursolico presenta propiedades farmacoldgicas muy importantes como
antioxidante, antiinflamatorio (Habtemariam, 2019), antimicrobiano (Jyoti etal., 2016),
anticancerigeno (Igbal et al., 2018), etc. Sin embargo, debido a la escasa solubilidad del acido
ursolico en agua, esta molécula presenta una pobre biodisponibilidad lo que dificulta su
aplicacion clinica. Es asi que, estudios de los ultimos afios se enfocan en desarrollar sistemas
que transporten el &acido ursélico al sitio de absorcion para de esa forma mejorar su
biodisponibilidad (Jin et al., 2016; T. Li et al., 2017; Shao et al., 2020). Entre estos sistemas
de transporte los hidrogeles son una propuesta novedosa para solucionar el problema del acido
ursélico. Estos materiales poliméricos pueden ser disefiados para ser biocompatibles y exhibir
respuesta frente a estimulos externos (Uman et al., 2020). Los hidrogeles que responden a
estimulos externos como el pH, luz, campo magnético, temperatura, etc., se conocen como
hidrogeles inteligentes, estas propiedades los hace adecuados para explorar una gran variedad
de aplicaciones y ser usados en diferentes areas como la biomedicina desde la administracion
de farmacos hasta la ingenieria de tejidos (EI-Husseiny et al., 2022). En los Gltimos afios los
hidrogeles sensibles a pH han mostrado un gran potencial como sistemas de transporte de
farmacos a través de la via oral, debido a que responden al cambio de pH gastrointestinal; por
tanto pueden llegar a liberar el farmaco de manera controlada en sitios especificos de tejidos u
6rganos sin necesidad de tener que preocuparse de los efectos secundarios (Rizwan et al.,
2017). Ademas, los hidrogeles son materiales biocompatibles, es decir, no provocan ningun
efecto indeseado cuando se encuentra en contacto con alguna parte del cuerpo humano. Los
hidrogeles basados en poli HEMA (2-Hidroxietilmetacrilato) son una opcion particularmente
interesante, por esta razon, se incorpora el monomero acido itaconico (Al) para proporcionar
grupos ionizables y de esta manera el hidrogel pueda responder a cambios de pH. Ademas, ha
sido reportado que la incorporacion del mondémero PEGXMEM (polietilenglicol
metiletermetacrilato) le confiere al hidrogel una mejor biocompatibilidad para poder ser usado

como sistema de transporte de sustancias bioactivas a través de la via oral oral (Hoang Thi
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et al., 2020; Gola et al., 2022). Por lo tanto, en este trabajo de investigacion se realizd la sintesis
de hidrogeles de poli(HEMA-PEGXMEM-AI) (HGx) por polimerizacion radical convencional,
iniciado por fotoionizacion (4 watts, 365 nm). Se realiz6 una caracterizacion instrumental de
los hidrogeles por espectroscopia infrarroja FTIR-ATR, por espectroscopia RAMAN vy
microscopia electronica de barrido (SEM). Ademaés, también se evalué el grado de
hinchamiento, asi como su respuesta frente al cambio de pH simulando las condiciones
fisiologicas del cuerpo humano, para lo cual se usaron soluciones tampon y se trabajo a
temperatura de 37 °C (temperatura corporal). Finalmente se realizd un estudio in vitro de la

liberacion del acido ursélico.



CAPITULO |

1. Planteamiento del problema

1.1 Justificacion de la investigacion

El disefio, estudio y sintesis de nuevos materiales inteligentes que presenten propiedades de
respuesta frente a estimulos externos y sean capaces de transportar dentro de su red polimérica
el principio activo o farmaco, presenta grandes ventajas y beneficios muy favorables en el
ambito de la biomedicina. Es por ello que en los ultimos afios se ha mostrado gran interés
dentro de la comunidad cientifica y la industria farmacéutica en la sintesis de hidrogeles
sensibles al pH que permitan la administracion del farmaco a través de la via oral. El sintetizar
hidrogeles de poli(HEMA-PEGXMEM-AI) (HGx) sensibles al pH, nos dara la posibilidad de
cargar moléculas hidrofobicas de baja permeabilidad como el acido ursolico (AU) dentro de la
red polimérica para poder ser administrado a través de la via oral y de esta forma este sistema
sea capaz de proteger el principio activo del pH &cido del estomago (pH 2,2) y poder
transportarlo al intestino delgado (pH 7,4) donde podra ser liberado, de esta forma se lograria
conseguir una mejor biodisponibilidad y se podria aprovechar el potencial farmacolégico del
acido ursdlico. Es importante también mencionar que el acido ursélico es un metabolito
secundario que se puede aislar del Clinopodium revolutum (flor de arena) una planta endémica
del Per(1y comercializada en varias herboristerias. Por lo tanto, el desarrollo de un sistema que
sea capaz de proteger, transportar y mejorar la biodisponibilidad del acido ursélico y

aprovechar todo su potencial como principio activo es un trabajo de mucho interés.

1.2 Planteamiento y formulacién del problema de investigacion

El acido ursoélico presenta pobre biodisponibilidad por ser una molécula con escasa solubilidad
en el agua y baja permeabilidad. Esto provoca que el &cido ursélico tenga una deficiente
absorcion intestinal y sea eliminado rapidamente mediante el metabolismo hepatico de la pared
intestinal, lo que dificulta su aplicacion clinica, por lo que, estudios recientes vienen
centrandose en mejorar la biodisponibilidad del &cido ursélico. Por lo tanto, el desarrollo de un
sistema que pueda transportar el &cido ursolico a través de la via oral y liberarlo en el sitio de
absorcion tiene varias ventajas como proteger al acido ursélico del pH &cido del estomago
incrementando su potencial farmacoldgico ya que habra mayor cantidad del compuesto

disponible en el sitio de absorcidn (intestino delgado pH 7,4). El uso de hidrogeles como



sistema de transporte de principios activos a sitios especificos de absorcion es explorado en los
altimos afios. Sin embargo, no hay estudios sobre la sintesis de hidrogeles que sean capaces de
transportar el &cido ursolico al intestino delgado en donde es absorbido, pese a ser una molécula
que posee efectos farmacoldgicos como el de antitumoral, antiinflamatorio, antioxidante,
anticancerigeno, etc. Por tal motivo, este trabajo de investigacion busca sintetizar y caracterizar
hidrogeles de poli(HEMA-PEGXMEM-AI) que sean capaces de mostrar respuesta frente a
estimulos de pH, para aplicarlos como sistema de transporte del acido ursolico a través de la
via oral de tal modo aprovechar todo el potencial del acido ursolico.

1.2.1 Formulacion del problema General

¢Es posible preparar y caracterizar hidrogeles pH-sensibles basados en poli(HEMA-

PEGXMEM-ALI) para aplicarlos como sistema de transportes del acido ursélico?
1.2.2 Formulacion de problemas especificos

= (Es posible extraer y purificar acido ursélico por cristalizacién a partir de la especie

Clinopodium revolutum (flor de arena) y caracterizarlo por FTIR y HPLC?

= ;Se puede sintetizar hidrogeles de poli(HEMA-PEGXMEM-AI) a través de reacciones de

por polimerizacion radicalaria?

= ¢Cudl es el comportamiento de los hidrogeles frente al cambio de pH?

= (Sera posible caracterizar los hidrogeles mediante técnicas espectroscopicas
complementarias de FTIR y RAMAN?

= ;Se podra evaluar la morfologia de los hidrogeles sintetizados mediante microscopia
electronica de barrido (SEM)?

= ;Se podra evaluar la carga y liberacion del acido ursolico en condiciones que simulen el

sistema fisiologico, temperatura de 37 °C, pH estomacal 2,2 y pH intestinal 7,4?



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Preparar y caracterizar hidrogeles pH-sensibles basados en poli(HEMA-PEGXMEM-AI) para

su aplicacion como sistema de transporte del &cido ursolico via oral.
1.3.2 Objetivos Especificos

= Extraer y purificar acido ursélico por cristalizacion a partir de la especie Clinopodium

revolutum (flor de arena) y caracterizarlo por FTIR y HPLC.

= Sintetizar hidrogeles de poli(HEMA-PEGXMEM-AI) a través de reacciones de

polimerizacion radicalaria.
= Evaluar la respuesta de los hidrogeles sintetizados frente al cambio de pH.

= Caracterizar los hidrogeles de poli(HEMA-PEGXMEM-AI) por espectroscopia infrarroja
FTIR y RAMAN.

= Evaluar la morfologia de los hidrogeles de poli(HEMA-PEGXMEM-AI) mediante

microscopia electronica de barrido (SEM).

= Evaluar la carga y liberacion de &cido ursélico en condiciones que simulen el sistema

fisiologico, temperatura 37 °C, pH estomacal 2,2 y pH intestinal 7,4.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1 Antecedentes

Los primeros trabajos sobre hidrogeles surgen a mediados de la década de 1930, con el estudio
sobre la cinética de polimeros reticulados, no obstante, en la década de 1940 gracias a la
investigacion del premio Nobel Paul Flory se dio una comprension méas amplia y detallada de
la estructura reticulada de los hidrogeles, sus caracteristicas de hinchazén y el comportamiento
de deformacion en diferentes fluidos (Peppas & Hoffman, 2020), sin embargo, desde 1984 en
adelante se observa una tendencia creciente en el nimero de articulos publicados referidos a

trabajos de investigacién con hidrogeles (Mahinroosta et al., 2018).

Es en tanto que, siguiendo esta vanguardia de trabajos publicados referente a hidrogeles, surge
la iniciativa de formular hidrogeles inteligentes, capaces de reaccionar y dar respuesta frente al
cambio de su entorno que experimenten, por tanto, las investigaciones en las Ultimas décadas
se ha centrado en sistemas de administracion controlada de farmacos, dichos sistemas pueden
controlar como los farmacos pueden ser liberados y estar disponibles para las células y los
tejidos a lo largo del tiempo, mejorando su eficacia y reduciendo su toxicidad (J. Li & Mooney,
2016).

2.1.1 Antecedentes Internacionales

El trabajo desarrollado por Li etal. (2017) titulado “Profarmacos anticancerigenos de
nanoparticulas de silice mesoporosas sensibles al pH para la liberacién sostenida del &cido
ursélico y la eficacia anticancerigena mejorada para el cancer de carcinoma hepatocelular”
muestra la sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosas funcionalizadas con acido ursolico
(UA@MSN-UA) sensibles al pH, donde dichas nanoparticulas mejoran la biodisponibilidad
de acido ursolico y exhibe una mejor eficacia anticancerigena, exhibiendo un perfil de
liberacion sostenida las primeras 20 horas, ademas, el experimento mostrd que en comparacion
del acido ursolico libre administrado directamente, las MNS (nanoparticulas de silice

mesoporosa) se infiltraron rapidamente en las células tumorales.

Antonio et al. (2017) en su estudio titulado “Nanoparticulas de poli(acido lactico) cargadas con

acido ursdlico: caracterizacion y evaluacion in vitro de la actividad eliminadora de radicales y
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citotoxicidad” prepararon nanoparticulas cargadas con acido ursolico obteniendo una eficiencia
de encapsulacién del 96 %, y el estudio in vitro demostré una liberacion de segundo orden, en
donde, luego de 120 horas el 60 % de acido ursolico se liberd por difusion. El ensayo de
citotoxicidad demostr6 que las nanoparticulas fueron capaces de reducir la viabilidad celular,

manteniendo la actividad antioxidante y antitumoral.

Wang et al. (2017) trabajaron en la sintesis de CS-AU-L (liposoma de &cido ursélico recubierto
con quitosano), esta nanoparticula presentd un diametro de 130 nm, una eficiencia de
encapsulacién del acido ursdlico del 94,3 % y una liberacion inicial rapida seguida de una fase
de liberacién sostenida lenta, ademas, el quitosano carga positivamente a los liposomas, los
cuales podrian combinarse con las cargas negativas de los tejidos tumorales y de esta forma
liberar el acido ursdlico a un pH tumoral, demostrando de esta manera su gran promesa cémo

terapia tumoral.

Poudel et al. (2020) sintetizaron nanofitoliposomas cargados con &cido ursolico, disefiados
para mejorar su biodisponibilidad, biodistribucion y la liberacion sostenida del farmaco a través
del tiempo, estos nanofitoliposomas estaban envueltos en una capa de poli-L-lisina (PLL) y

acido hialurénico, lo que proporciono una liberacion controlada y dirigida.

Miatmoko et al. (2021), en su estudio titulado “Caracterizacion y distribucion de niosomas que
contienen acido ursolico recubiertos con una capa de quitosano” evaltan el efecto de las
diferentes proporciones de Span 60-colesterol-UA para mejorar la biodistribucién oral del
acido ursdlico, en donde, se observo una eficiencia de encapsulacion relativamente baja con un
valor de 11,8 %, no obstante, la liberacidn del acido ursélico de la matriz polimérica fue de
15,29 % en pH 6,8 y 16,27 % en pH 7,4, por lo tanto, este estudio concluyo que la adicion de
quitosano mejora la estabilidad y la liberacion del farmaco.

Antonio etal. (2021), en su estudio titulado “Las nanoparticulas de poli(acido lactico)
modificadas con quitosano aumentaron la biodisponibilidad oral del &acido ursélico”
desarrollaron nanoparticulas de poli acido lactico modificadas con quitosano para la
administracién de &cido ursdlico destinado al tratamiento del cancer, en donde, se logré obtener
nanoparticulas con una eficiencia de encapsulacién del 90 %, ademas, se demostro que el perfil
de liberacion del acido ursolico luego de las 144 horas fue bifasico, sostenido y dependiente de
la difusion, alcanzando un valor de liberacion del 53 %, por otro lado, se comprobé que después

de la administracion oral en ratas, las nanoparticulas mejoraron significativamente todos los



parametros farmacocinéticos del acido ursélico mostrando una aplicacion potencial para la

terapia del cancer.
2.1.2 Antecedentes Nacionales

A pesar de una revision exhaustiva en base a datos bibliograficas como PubMed, Scopus, Web
of Science y Google Scholar bajo las palabras clave como “hydrogels for drug delivery”, y
“hydrogels for ursolic acid delivery”, no se han identificado trabajos relevantes centrados en
aplicacion de hidrogeles para la liberacién de acido ursélico en el contexto nacional, sin

embargo, los pocos trabajos relacionados abordan la sintesis y caracterizacion de hidrogeles.

Huaman et al., (2023) desarrollaron y analizaron hidrogeles de poli(2-hidroxietil metacrilato-
co-acido itaconico) y poli(2-hidroxietil metacrilato-co-itaconato de sodio). Estos hidrogeles
fueron analizados por sus propiedades de hinchamiento y capacidad de respuesta frente al
cambio de pH. Los resultados sugieren que el hidrogel poli(2-hidroxietil metacrilato-co-acido
itaconico) tiene un potencial significativo para ser utilizado en sistemas de liberacion de
farmacos que requieran una liberacion controlada. A pH 2,2 el hidrogel no se hincha
manteniéndose estable, mientras que a pH 7,4 el hidrogel muestra una capacidad de
hinchamiento significativa, indicando una respuesta efectiva frente a cambios de pH.

Aunque este estudio no aborda directamente la liberacion de farmacos, las propiedades
observadas sugieren que estos podrian ser Utiles en aplicacion para liberacién controlada de
medicamentos. La falta de investigaciones nacionales sobre la liberacién de acido ursolico
subraya la necesidad de explorar y optimizar hidrogeles con capacidad de respuesta al pH para

mejorar su eficacia terapéutica de moléculas hidrofdbicas.

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Acido Ursélico

Las plantas son la base, fuente e inspiracion para el disefio de agentes terapéuticos gracias a las
propiedades farmacoldgicas que presentan, los cuales son efectivos para el tratamiento de
diversas enfermedades como el cancer, trastornos cardiovasculares, efectos antitumorales,
antiinflamatorios, hepatoprotectores, antioxidantes, etc. Los triterpenoides representan una
gran familia de compuestos y comprenden mas de 20 000 terpenoides identificados, incluido

el &cido ursolico (Kashyap et al., 2016). El acido ursolico (acido 3pB-hidroxi-urs-12-en-28-ico)
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es un triterpeno pentaciclico con anillos A,B,C,D y E (Figura 1) que esta presente
frecuentemente en la dieta humana, esta molécula se distribuye ampliamente en las plantas,
vegetales y frutos formando agliconas con saponinas &cidas libres (Bacanl et al., 2018), por lo
que se puede aislar de varias plantas como Rosmarinus officinalis (romero), Malus domestica
(manzana), Origanum vulgare (orégano), Salvia officinalis (salvia) (Pironi etal., 2018),
Clinopodium revolutum (flor de arena) (Ludefia et al., 2021). La biomolécula de &cido ursélico
presenta propiedades farmacol6gicas muy importantes como antioxidante, antiinflamatorio
(Habtemariam, 2019), antimicrobiano (Jyoti et al., 2016), anticancerigeno (Igbal et al., 2018),
etc. Sin embargo, la escasa solubilidad del acido ursélico en agua (Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica, 2023), le da una baja biodisponibilidad lo que dificulta su
aplicacion clinica, por lo que estudios recientes vienen centrandose en mejorar la
biodisponibilidad del &cido ursolico. Jin et al. (2016) describe la preparacion de nanoparticulas
de quitosano cargadas con acido ursélico donde se muestra que el sistema propuesto podria ser
un gran candidato para el tratamiento antiangiogénico; las sintesis de nanoparticulas de
quitosano encapsuladas con AU se realizaron por la reaccién de reticulacion covalente entre el
grupo carboxilo de AU y el grupo amino del quitosano. El trabajo desarrollado por Li et al.
(2017) muestra la sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) funcionalizadas con
acido ursolico (AU) sensibles al pH. Estas nanoparticulas mejoran la biodisponibilidad de acido
ursélico y exhiben una mejor eficacia anticancerigena. Estos nanosistemas son candidatos
potenciales para el tratamiento antiangiogénico, la proliferacién, invasion y metastasis en
células de carcinoma de hepatoma humano tanto in vitro cémo in vivo (Shanmugam et al.,
2013).
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Figura 1: Estructura quimica del acido ursélico (Mlala et al., 2019).



2.2.2 Hidrogeles

Los hidrogeles son polimeros entrecruzados con estructuras macromoleculares
tridimensionales 3D formados por interacciones fisicas, quimicas o de ambos tipos, los cuales
se obtienen a partir de polimeros sintéticos o naturales (Bercea, 2022). Dependiendo de su
naturaleza, densidad de entrecruzamiento e hidrofilia estas redes tridimensionales pueden
absorber una gran cantidad de agua sin llegar a disolverse gracias al entrecruzamiento fisico o
quimico de las cadenas poliméricas individuales, sin embargo, la hidrofilia de la red se debe a
la presencia de grupos hidrofilicos como —NH,,—COOH,—0H,—CONH,,—CONH—,y —
SOsH. El porcentaje de hinchamiento del hidrogel se debe a un estado de equilibrio presente
entre las fuerzas cohesivas y dispersivas que actlan dentro de la red polimérica hidratada, esta
red se encuentra interconectada a través de enlaces covalentes (entrecruzamiento quimico)

0 interacciones fisicas (entrecruzamiento fisico) (Bahram et al., 2016).

Con el pasar de los afios los hidrogeles han despertado un gran interés debido a sus propiedades,
estructuras especificas y compatibilidad en diferentes condiciones de uso, la flexibilidad es una
caracteristica distinguible con respecto a otros biomateriales, por lo que en la Gltima década se
ha centrado su estudio en aplicaciones que incluyen la administracién de farmacos, la

eliminacion de tintes y metales pesados, ingenieria de tejidos, etc., (Mahmood et al., 2022).
2.2.3 Polimeros

Los polimeros son cadenas de moléculas largas (macromoléculas), las cuales resultan de la
unién quimica de miles de moléculas pequefias a las que se les denomina monémeros, el
namero de mondémeros dentro de la estructura del polimero puede variar mucho. Segun el
monomero presente en la sintesis del polimero, podemos tener una amplia y variada
terminologia, por ejemplo, si son formados por la combinacion de un mismo mondmero se les
denomina homopolimeros, pero si son el resultado de la polimerizacion de dos o més

mondmeros distintos se les denomina copolimeros (Gu et al., 2020).

Los siguientes mondmeros son usados en la sintesis de polimeros biocompatibles, los cuales
presentan un gran interés en aplicaciones biomédicas, estos monomeros permiten que el
hidrogel mantenga su funcionalidad y eficacia en el entorno bioldgico sin desencadenar
reacciones adversas u otros efectos secundarios no deseados. A continuacion, se describen

estos mondmeros:



2.2.3.1 Hidroxietilmetacrilato (HEMA)

El hidrogel poli-2-Hidroxietilmetacrilato (PHEMA) se define como un polimero formado por
una red tridimensional basada en HEMA (Figura 2 a.), los hidrogeles basados en HEMA son
econdmicos y presentan varias propiedades destacadas: excelente biocompatibilidad,
citocompatibilidad, estabilidad a diferentes temperaturas, resistencia a la hidrolisis acida y
basica y propiedades mecéanicas ajustables. Estas caracteristicas hacen que el PHEMA sea
particularmente atractivo en el campo de aplicaciones biomédicas, tales como la curacién de
heridas, regeneracion de tejidos dseos, administracion de farmacos, implantes, protesis, terapia

contra el cancer, entre otros (Saptaji et al., 2021).

2.2.3.2 Polietilenglicol metiletermetacrilato (PEGXMEM)

El polietilenglicol (PEG) es uno de los materiales mas utilizados para aplicaciones biomédicas,
estos mondmeros a base de PEG son estructuras particularmente atractivas por presentar un
grado bastante alto de biocompatibilidad, flexibilidad y no toxicidad, por lo que son bloques
de construccién versatil para la preparacion de hidrogeles inteligentes con propiedades
ajustables (Dobi¢ et al., 2012). EI PEG (Figura 2 b.) presenta una estructura lineal o ramificada
con grupos hidroxilo disimétrico o asimétrico como grupos de cola, el PEG es soluble en agua,
etanol, acetonitrilo, benceno y diclorometano, mientras que es insoluble en hexano y éter
dietilico, estas propiedades lo convierten en el mondmero sintético méas usado en el campo de
la biotecnologia y la biomedicina, especialmente en la administracion de farmacos por ser un

monomero aprobado por la FDA (Li et al., 2022).

2.2.3.3 Acido itaconico

El acido itaconico es mondmero de base bioldgica versatil con investigacidn activa, se produce
a escala industrial a través de fermentacion de azUlcares, los géneros de microorganismos mas
importantes en la produccion de acido itaconico son: Ustilago, Pseudozyma y especialmente
Aspergillus, las aplicaciones de este monomero estan muy extendidas y van desde la inhibicién
de la corrosion a los materiales dentales, elastomeros hasta la entrega de medicamentos (Robert
& Friebel, 2016; De Carvalho et al., 2018). El &cido itaconico (Figura 2 c.) presenta en su
estructura una funcionalidad o,B-insaturada, esto le permite la polimerizacion o reticulacion
medida por radicales, por lo que se han preparado diversos polimeros y copolimeros derivados
de &cido itaconico con propiedades ajustables, estos derivados presentan una variedad de

nuevas aplicaciones, tal es el caso de la sintesis de hibridos a base de &acido itaconico y



andamios de fluoro anilina, piridina, indol y quinolina, estos hibridos presentaron propiedades
farmacoldgicas favorables, por lo que podrian servir como compuestos de partida para una
mayor optimizacion y desarrollo de agentes anticancerigenos mas potentes (Perkovi¢ et al.,
2022).

a. ) b. )
HoC OH HoC O
2 ﬁ/U\O/\/ 2 O{/\/ ﬂgHS
CH3 CH3
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C. O CH»o

OH
HO
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Figura 2: Estructuras de los monémeros (a) HEMA, (b) PEGXMEM vy (c) Acido itaconico.
2.2.4 Tipos de hidrogeles

Los hidrogeles se clasifican en diferentes formas ya sea segin la fuente original
(polimero natural o sintético), por el método de reticulacion (quimica y fisica), por su
estructura fisica (amorfo, cristalino, semicristalino), por su carga ionica (anidnica, cationica,
anfétera y neutro), por su tamafio (macro geles, microgeles, nanogeles) y por su
biodegradabilidad (degradables y no degradables) (Huang et al., 2019). Sin embargo, otros
autores tienden a clasificar a los hidrogeles de la siguiente forma: segun la ruta de sintesis
pueden ser homopolimeros, copolimeros y multi polimeros, en donde los homopolimeros
se preparan a partir de un solo tipo de monomero, los copolimeros comprenden dos tipos
de polimeros y los multi polimeros se preparan a partir de tres 0 mas monomeros (Lopez
Carrillo etal., 2022); desde un punto de vista de su tamafio podemos tener hidrogeles
macroscopicos (con tamafios que van de milimetros a centimetros), microgeles (en su mayoria
particulas con didmetro comprendido entre 50 nm a 10 um) y nanogeles (tamafios menores a
1 um) (Escalona Rayo & Quintanar Guerrero, 2014) y en término de cargas ionicas tenemos

hidrogeles neutros (sin carga), hidrogeles anionicos (carga negativa), hidrogeles cationicos
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(carga positiva) e hidrogeles anfoliticos (con carga positiva como negativa) (Peppas &
Hoffman, 2020).

2.2.5 Sintesis de hidrogeles

Los hidrogeles se sintetizan a través de un proceso llamado gelificacion, el cual se refiere a un
proceso de union de cadenas macromoleculares hasta formar una red reticulada tridimensional,
estas cadenas poliméricas determinaran las propiedades del hidrogel, la gelificacion puede
tener lugar por entrecruzamiento fisico (gelificacion fisica) o por entrecruzamiento quimico

(gelificacion quimica) (Gulrez et al., 2011).

2.2.5.1 Hidrogeles entrecruzados fisicamente

Los hidrogeles fisicamente reticulados o reversibles presentan un gran interés debido a la
relativa facilidad de sintesis y la no utilizacion de agentes de reticulacion, sin embargo el
principal inconveniente de estos hidrogeles es su inestabilidad relativa y su posible
desintegracion rapida, en este tipo de hidrogeles el entrecruzamiento de las cadenas se lleva a
cabo mediante interacciones no covalentes, los diversos métodos descritos para la formacion

de hidrogeles fisicamente reticulados son:
2.2.5.1.1 Interaccién idnica

Las sintesis de estos hidrogeles se dan cuando un polimero idnico se combina con un ion
multivalente de carga opuesta (ion metalico, molécula o polimero i6nicos), estos hidrogeles se
pueden reticular en condiciones suaves, condiciones fisiologicas y temperatura ambiente, no
obstante, una de las grandes desventajas es que la tasa de gelificacion es dificil de controlar,
asi como la uniformidad en la estructura (Elsayed, 2019).

2.2.5.1.2 Cristalizacion

La obtencion de hidrogeles por cristalizacion se da mediante el uso de ciclos de congelacion-
descongelacion en sistemas homopolimeros o por la formacion de estereocomplejos, este
sistema de sintesis implica la formacion de microcristales en la estructura. Los
estereocomplejos son otra forma de cristalizacion que se forman por interacciones
estereoselectivas entre polimeros con estructura estereoregular (el grupo funcional se ubica
solamente en un lado del mondmero) complementaria que interaccionan formando un sistema

de propiedades diferentes al de los constituyentes originales (Soto & Oliva, 2012).
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2.2.5.1.3 Enlaces de hidrogeno

El enlace de hidrdgeno se da entre un &tomo de hidrdgeno deficiente en electrones y una especie
rica en electrones; sin embargo, la sintesis de hidrogeles por enlaces de hidrégeno puede
realizarse por reduccién del pH de soluciones acuosas de polimeros con grupos carboxilo, por
lo que los enlaces hidrégeno solo se formaran cuando se protonen los grupos carboxilo, lo cual
da a entender que los hidrogeles que se obtienen por este medio son dependientes del pH (Lim
etal., 2019).

2.2.5.2 Hidrogeles entrecruzados quimicamente

Los hidrogeles que se polimerizan quimicamente estan reticulados mediante interacciones
covalentes, por lo que son mucho mas estables con mejores propiedades mecanicas en
comparacion con los hidrogeles fisicamente reticulados; sin embargo, el problema de estos
hidrogeles es que algunos de los agentes de reticulacion usados pueden ser toxicos. Los
hidrogeles quimicamente reticulados pueden obtenerse mediante polimerizacion radicalaria,

grupos funcionales reactivos y polimerizacion por el método enzimatico (Zafar et al., 2022).
2.2.5.2.1 Polimerizacion radicalaria

Es la técnica de polimerizacion mas utilizada, este método se utiliza para el desarrollo de
hidrogeles biocompatibles a base de polimeros. Involucra el crecimiento en cadena donde el
polimero se forma mediante la adicién secuencial de grupos de radicales libres que actian como
moldes para la acumulacion estructural. Esta sintesis presenta los siguientes pasos: iniciacion,
propagacion, transferencia de cadena y terminacién. Hay cuatro métodos de polimerizacion por

radicales: en masa, en solucion, suspension y en emulsién (Mantha et al., 2019).
2.2.5.2.2 Grupos funcionales reactivos

Esta técnica permite la sintesis de hidrogeles mediante interacciones covalentes entre los
grupos funcionales de los polimeros (—-OH, -COOH, —NHy), los enlaces covalentes entre las
cadenas poliméricas se dan a través de reacciones tipicas como la formacién de base de Schiff,

adiciones tipo Michael, enlaces peptidicos y reacciones tipo click (Varghese et al., 2020).
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2.2.5.2.3 Meétodo enzimatico

Las enzimas presentan un alto grado de especificidad por el sustrato, por lo que suprimen
reacciones secundarias durante el proceso de reticulacion, esto permite controlar la tasa global
de entrecruzamiento y predecir la cinética de reticulaciéon. Por tal motivo, este proceso de
sintesis es el preferido para las reacciones de gelificacion in situ, como es el caso de la reaccion
de oxidacién catalizada por enzimas como la tirosina o peroxidasa que oxidan sustratos o
formas reactivas y que presentan el potencial de formar enlaces covalentes. Estas reacciones
enzimaticas ocurren en condiciones suaves, por lo que, no se producen sustancias nocivas
(Song et al., 2021).

2.2.6 Propiedades de los hidrogeles

Los hidrogeles presentan caracteristicas particulares, como hidrofilia, elasticidad,
hinchamiento, etc. Estas propiedades determinaran las posibles aplicaciones convirtiéndolos
en un campo atractivo, especialmente en el campo de la biomedicina. A continuacién, se

explican las propiedades principales de los hidrogeles:

2.2.6.1 Mecéanicas

Las propiedades mecéanicas juegan un papel importante para las aplicaciones farmacéuticas y
bioquimicas, por lo tanto es importante que el hidrogel mantenga su textura fisica durante la
liberacion del compuesto bioactivo; estas propiedades se pueden lograr al incorporar
mondmeros y reticuladores especificos, este Ultimo determinard en mayor medida las
propiedades mecanicas ya que si se encuentra en proporciones mayores se obtiene un hidrogel
con fuerte grado de reticulacién, pero un grado demasiado alto de reticulacién da como
resultado una baja elasticidad, hinchamiento, capacidad de albergar el farmaco, etc., por tanto
un grado 6ptimo de entrecruzamiento de hidrogeles es esencial para estudios o aplicaciones
farmacéuticas y biomédicas, al tener una resistencia mecanica adecuada, podra mantener su
textura fisica durante la liberacion del farmaco en un periodo de tiempo especifico (Bashir
et al., 2020).

2.2.6.2 Biocompatibilidad y biodegradabilidad

El estudio de la citotoxicidad del hidrogel es un punto muy importante para que este sea
aplicable en el mundo biomédico, por lo tanto, el hidrogel debe presentar propiedades
adecuadas de biocompatibilidad, biodegradabilidad y toxicidad para que sean compatibles con
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el sistema fisiologico del cuerpo humano, por lo que, es crucial evaluar estos parametros antes
de usarlos en aplicaciones biomédicas. Basicamente la biocompatibilidad es la propiedad que
presenta el hidrogel para trabajar de manera eficiente con los tejidos u 6rganos del ser vivo,
por tal razon la bioseguridad y biofuncionalidad son elementos esenciales para la
biocompatibilidad, los métodos utilizados para estudiar la biocompatibilidad incluyen pruebas
de citotoxicidad, reacciones alergénicas, irritacion, mutagénesis, implantacion vy
hemocompatibilidad, por ejemplo para determinar la citotoxicidad se hacen estudios de
cultivos celulares in vitro que permiten ver anomalias y degeneracion en la morfologia celular,
asi también para determinar la hemocompatibilidad se realiza la incubacion del hidrogel en
sangre total diluida, las sustancias toxicas presentes tenderan a destruir las células sanguineas
liberando la hemoglobina en el medio, el contenido de hemoglobina libre establece la medida
de hemocompatibilidad (Madduma-Bandarage & Madihally, 2021).

2.2.6.3 Contenido de agua en equilibrio

El hidrogel puede mantener el agua dentro de su red polimérica en una serie de estados como
el agua libre que presenta una alta movilidad y no se ve influenciada por su entorno polimérico
y el agua asociada, el cual presenta una interaccion fuerte con la matriz de la red polimérica a

través de enlaces puente de hidrogeno (Piechocki et al., 2020).

Los geles de caracter hidrofilico tienen la propiedad de absorber grandes cantidades de agua,
esto por estar formados por una matriz polimérica tridimensional que presenta grupos
funcionales polares colgantes unidos a la red polimérica; mientras que, la resistencia a la
disolucién esta determinada por una estructura de red reticulada. EI comportamiento hidrofilico
brinda una excelente biocompatibilidad por asemejarse a los tejidos biolégicos. Las
interacciones presentes entre el agua, la red polimérica y el farmaco determinan la cinética de

liberacion del principio activo durante el proceso de hinchamiento (Veskovic et al., 2023).

Al tener los hidrogeles la capacidad de retener grandes cantidades de agua dentro de la red
polimérica, estos aumentan de tamafio y volumen, el proceso de absorcion de agua en la matriz
polimérica se conoce como hinchamiento del hidrogel, determinar el hinchamiento del hidrogel
permite determinar otros parametros como el grado de reticulacion, propiedades mecanicas, asi
como la velocidad de degradacién, por lo general la determinacidn de hinchamiento del hidrogel
se determina por técnicas sencillas como la medicion de la relacion de hinchamiento y la pérdida
de peso (Madduma-Bandarage & Madihally, 2021).
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2.2.7 Hidrogeles inteligentes

Una de las caracteristicas mas importantes de numerosos hidrogeles es su capacidad de
responder a estimulos externos (Figura 3), lo que les confiere la denominacion de hidrogeles
inteligentes. Estos materiales pueden responder a estimulos como el pH, temperatura y
electricidad lo que provoca cambios rapidos en su comportamiento de hinchamiento y
estructura de poros, otorgando a estos materiales caracteristicas favorables como sistemas para
la administracion de principios activos autorregulados, incluidos péptidos y proteinas, el
mecanismo que causa los cambios estructurales de la red puede ser completamente reversible
(Peppas & Hoffman, 2020).
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Figura 3: Estimulos externos que generan respuesta al hidrogel (Almawash et al., 2022)

2.2.7.1 Hidrogeles sensibles a pH

Los hidrogeles pH-estimulo son los que sufren un cambio de manera repentina en su volumen
0 estructura debido a un cambio de pH en su entorno, estos hidrogeles generalmente

comprenden una red con grupos acidos y basicos ionizables unidos a la cadena polimérica el
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cual puede protonar o desprotonar al sufrir en su entorno un cambio de pH (Mahinroosta et al.,
2018).

Cuando el polimero genera una respuesta al cambio de pH del medio se le llama polielectrolito,
por lo que, los hidrogeles que presentan grupos funcionales ionizables juegan un papel
importante con respecto a la variacion de pH de su entorno y estos se pueden clasificar en dos
grupos:

2.2.7.1.1 Poliacidos

Este grupo las cadenas poliméricas contendran grupos funcionales capaces de ceder protones,
estos poliacidos se mantendran protonados si el pH del medio se mantiene bajo (pH acido); sin
embargo, si el pH del medio se incrementa (pH alcalino) con valores superior al pKa de los
grupos ionizables anidnicos el polimero cedera protones, generando en consecuencia repulsion
electrostatica entre los grupos adyacentes. Los grupos funcionales més representativos son el
acido carboxilico (-COOH), aunque los grupos sulfénico (-SOsH) y fosfonato (—POsHz)

también presentan este comportamiento (Figura 4).

(a) (b)

m Aumento de pH >

COOH

Disminucién de pH

Ambiente de pH acido

Ambiente de pH alcalino

Figura 4: Grado de hinchamiento a pH basico, (a) a pH &cidos los grupos carboxilicos se

encuentran protonados, (b) a pH alcalinos los grupos carboxilicos se desprotonan adquiriendo
cargas negativas lo que induce al hinchamiento del hidrogel.
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2.2.7.1.2 Polibases

Este grupo presenta un comportamiento opuesto al de los polidcidos. Cuando el pH del grupo
ionizable catidnico (-NHs", -NRNH>", etc.) es inferior al pKy, el hidrogel se hinchara (Figura
5) debido a la repulsion de las cargas electrostaticas. A diferencia de los grupos carboxilicos
gue aceptan protones en condiciones &cidas y ceden protones en condiciones basicas, 10os grupos

catidnicos se comportan de manera diferente en funcién del pH (Rizwan et al., 2017).

(a) (b)
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Figura 5: Grado de hinchamiento a pH &cido, (a) los grupos amino no se ionizan en un
ambiente alcalino, (b) en un ambiente acido por debajo de su pKp, l0s grupos amino ionizan,

provocando el hinchamiento del hidrogel por repulsién de cargas.

Estas propiedades de los grupos colgantes tienen una gran influencia en el hidrogel, ya que el
cuerpo humano presenta diferentes valores de pH en cada tejido u érgano, por lo tanto, es
importante determinar el pH adecuado para que el hidrogel reaccione para sus posibles

aplicaciones biomédicas posteriores (Hilmi et al., 2016).
2.2.8 Aplicaciones de los hidrogeles

La administracion de farmacos en el organismo es comunmente mediante la dosificacion
clasica conocida como formas farmacéuticas de liberacion convencional (FFLI), donde el
farmaco se libera de manera casi inmediata provocando un aumento de concentraciones

plasmaticas maximas que en muchas ocasiones llega a originar efectos secundarios, esta
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dosificacion ira decayendo en funcion de la farmacocinética del mismo alcanzando niveles
bajos ineficaces (Figura 6); por otra parte, en casos como la administracion por via oral las
caracteristicas de los principios activos hacen que la liberacion se produzca en zonas no
adecuadas disminuyendo en gran medida la eficacia terapéutica de la formulacion. Las ultimas
investigaciones en hidrogeles se han centrado en el enfoque principal como sistemas para la

administracion de farmacos, para lograr liberaciones sostenidas a través del tiempo (Lee &

Yeo, 2015).
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Figura 6: Perfil de liberacién tradicional (linea discontinua) y liberacién controlada (linea

continua) (Lee & Yeo, 2015).

2.2.8.1 Capacidad de albergar farmacos

La capacidad de los hidrogeles para albergar farmacos se basa en mecanismos que incluyen la
absorcion del farmaco en la red tridimensional del hidrogel, asi como diversas interacciones
electrostaticas que estabilizan esta incorporacién. Esto significa que cuando el hidrogel
contiene grupos funcionales cargados como carboxilatos (CO0~) o aminas (NHJ) se producen
atracciones ionicas con las moléculas del farmaco que poseen cargas opuestas facilitando al
cargad entro de la matriz polimérica, por otra parte, si el farmaco presenta un dipolo eléctrico
pueden formarse interacciones dipolo-carga o dipolo-dipolo lo cual aumentara la estabilidad

del complejo farmaco hidrogel.
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Ademas de los procesos de absorcion dentro de la matriz polimérica, también se dan procesos
de adsorcidn, esto consiste en que las moléculas del farmaco pueden adherirse a la superficie
del hidrogel a través de fuerzas de Van der Waals (adsorcion fisica) o mediante interacciones
electrostaticas especialmente cuando el farmaco y el polimero tienen cargas opuestas, estos
mecanismos en conjunto permiten que el hidrogel alberge farmacos o sustancias activas en su
interior, la incorporacién del principio activo al hidrogel se puede realizar por los siguientes

métodos:

2.2.8.1.1 Cargado posterior a la formacion del hidrogel.

Una vez obtenido el hidrogel, la carga del principio activo se da por absorcion en caso el
hidrogel presente ligandos de unién al farmaco, se deberd tener en cuenta la interaccion

polimero farmaco, tanto al momento de cargar el principio activo como en su liberacion.

2.2.8.1.2 Cargado in situ.

El principio activo se mezcla con el polimero antes de la formacion del hidrogel, por lo que
tanto la gelificacion como la encapsulacion del principio activo se dard de manera simultanea
a la formacién del hidrogel. En este caso el sistema de liberacion del principio activo se da por

difusion, hinchamiento o control quimico (Martinez Martinez, 2016).

2.2.8.2 Mecanismo de liberacion desde hidrogeles

Los mecanismos de liberacion controlada del agente activo desde la matriz polimérica se dan
bajo sistemas de difusion, hinchamiento o quimicamente (Figura 7).

2.2.8.2.1 Liberacion controlada por difusion.

Es el método mas comdn de liberacion, el principio activo es liberado desde la zona de mayor
concentracion a través de los espacios existentes entre las cadenas poliméricas, denominadas
poros hacia un ambiente externo de menor concentracion. En este caso cuando el tamafio de
los poros es mucho mayor que el tamafio del principio activo, el coeficiente de difusion esta
directamente relacionado con la porosidad, sin embargo, cuando el tamafio de poro es menor
que el tamafio del principio activo el coeficiente de difusion disminuye debido al impedimento
estérico causado por la red reticulada (Li, M. et al., 2022).
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2.2.8.2.2 Liberacion controlada por hinchamiento.

Este caso se da cuando el farmaco esté disperso en la matriz polimérica, por tanto, cuando el
hidrogel esta en un medio acuoso, el solvente ingresa dentro de los espacios libres formado por
las cadenas macromoleculares, comenzando a hincharse, produciendo dos fases, una vitrea
donde las moléculas permanecen inmoviles y otra plastica donde las moléculas difunden

rapidamente, el farmaco sera liberado cuando pase de la fase vitrea a la fase plastica.

2.2.8.2.3 Liberacion controlada quimicamente.

La liberacion del principio activo esta determinada por las reacciones que suceden dentro de la
matriz polimérica, las reacciones mas comunes son la ruptura de las cadenas por via hidrolitica
y por degradacion enzimatica, pudiendo ser reacciones reversibles o irreversibles (Martinez,
2017).
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Figura 7: Esquema de liberacion controlada por difusién, hinchamiento y quimicamente a

partir de hidrogel previamente cargado (Li, M. et al., 2022).
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2.2.9 Modelos matematicos de cinética de liberacion

La cinética de liberacion puede ser estudiada por modelos matematicos que permiten determinar
los mecanismos de liberacion del principio activo desde la red tridimensional del hidrogel, lo
que ayuda a comprender los diferentes tipos de liberacion y facilitar la comprension para el

disefio de nuevos materiales poliméricos como sistema de liberacion modificada.

Al realizar el ajuste de datos experimentales del perfil de liberacion del principio activo estos
se pueden analizar mediante varios modelos matematicos que relacionan la cantidad de farmaco

liberado en funcion del tiempo transcurrido, los cuales se explican a continuacion:

2.2.9.1 Orden cero

El modelo matematico de orden cero considera una situacion ideal de liberacion continua del
principio activo, por lo que, este modelo es producto del fendmeno de disolucion independiente
de la concentracion, por lo tanto, esta liberacion es constante y continua en el tiempo (Altun

et al., 2021), esta ecuacion viene expresada como:
Qt = CO + Kot

donde: Q; es la cantidad de principio activo liberado en el tiempo t, C, es la concentracion

inicial de principio activo, K, es la constante de velocidad del modelo de orden cero.

2.2.9.2 Primer orden

A diferencia del modelo de orden cero, este modelo presenta una liberacion dependiente de la
concentracion, en este modelo el principio activo se libera de manera proporcional a la cantidad
de principio activo que hay en el interior de la matriz polimérica (lyer etal., 2021), esta

ecuacion viene expresada como:

dc
E = K1(Ct - Co)

donde: dc/dt es la tasa de liberacion de la droga en el tiempo t, K; es la constante de primer

orden, C; es la concentracion en el tiempo ty C, es la concentracidn inicial.
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2.2.9.3 Hixson-Crowell

Este modelo fue desarrollado considerando los sistemas que no permanecen constantes en
términos de diametro y superficie, esta ecuacion también es conocida como ley de la raiz cubica
bajo la premisa que el area regular de las particulas es proporcional a la raiz cubica de su

volumen (lyer et al., 2021), esta ecuacidn viene expresado como:

1/3 1/3 _
o — Q. =Kt

donde: Q; es la cantidad de liberacion de principio activo en el tiempo ty Q, es la cantidad total

de droga liberada y K es la constante del modelo matematico.

2.2.9.4 Higuchi

Este es un modelo semi empirico basado en la segunda ley de Fick, describe la liberacién del
principio activo de la matriz insoluble como la raiz cuadrada de un proceso dependiente del

tiempo (Altun et al., 2021), este modelo matematico viene expresado como:
Q= kt/?

donde: Q; es la cantidad de principio activo liberado en el tiempo t, k es la constante de

disolucion de Higuchi.

2.2.9.5 Korsmeyer-Peppas

Este modelo matematico se utiliza para analizar la liberacion del principio activo desde la matriz
polimérica cuando el mecanismo de liberacion no es conocido o cuando hay mas de un
fendmeno de transporte involucrado, esta ecuacion viene expresada como:

Me _ en

M,
donde: M;/M,, es la fraccion de principio activo liberado en el tiempo t, k es la constante de
liberacion de Korsmeyer-Peppas y n es el exponente de liberacion que indica el mecanismo de
velocidad de liberacion.

Para valores de n < 0,45 indica que la liberacion es por difusion de Fick, valores de n = 1

indica que la liberacién esta controlada por procesos de relajacion de las cadenas poliméricas,
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este perfil de liberacion se ajusta al modelo cinético de orden cero, para valores de n
comprendidos entre 0,45 y 1 indica que en la liberacion influye tanto la difusion como la
relajacion, por lo que se denomina transporte anomalo, el cual se puede estudiar empleando la
difusion no Fickiana (Altun et al., 2021).

2.2.10 Caracterizacion de hidrogeles

2.2.10.1 Espectroscopia infrarroja (ATR-FTIR)

La técnica de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier es una técnica preferida
por los investigadores debido a su alta precision, velocidad, sensibilidad y facilidad de
operacion. La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier de reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR) utiliza la propiedad de reflexién interna total de un cristal trapezoidal
de alto indice de refraccidn que cuando pasa a través de un haz de infrarrojos da como resultado
una onda evanescente, la muestra se coloca directamente sobre la superficie del cristal para que
pueda absorber la onda evanescente que penetra en ella entre 0,5y 2 um. La reflexion total del
haz infrarrojo en el elemento de reflexidn interna se debe a la pendiente de la luz incidente que
esta por encima del &ngulos critico y depende del indice de refraccion del material,
normalmente los experimentos se realizan utilizando luz polarizada (Figura 8) (Ausili et al.,
2015).

Muestra Onda evanescente

LEECLELRELY " REELE L LG

Haz de IR Cristal ATR

Polarizador

Detector

Fuente IR

Figura 8: Representacion esquematica de un sistema ATR-FTIR (Ausili et al., 2015).

2.2.10.2 Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia Raman es una técnica de espectroscopia vibracional molecular, que puede

identificar las propiedades y estructuras de las distintas muestras analizadas mediante la
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informacion de huellas dactilares de las moléculas. Se descubrié en 1928 por el erudito
Chandrasekhara Venkata Raman, quien se dio cuenta que, cuando la luz monocromatica de
frecuencia fija incide sobre un medio, ocurren simultdneamente dos procesos de dispersion:
uno es la dispersion Rayleigh (1 dispersado = A monocromatico) que presenta frecuencia
constante a la luz incidente, y es causado por las colisiones elasticas entre los fotones incidentes
y la materia, y la otra es la dispersion Raman con cambio de frecuencia (A dispersado #
A monocromatico), fendmeno causado por el intercambio de energia, que ocurre cuando los
fotones incidentes chocan con el medio lo cual provoca un cambio en los niveles de energia

rotacional o vibratoria de las moléculas (Figura 9) (Liu et al., 2022).

A B Estados ‘ 3
Dispersién Raman virtuales de
Anti-Stokes energia
A dispersion 3 M laser
Estados
P de energia
laser Dispersion ¢ energ
i vibracional
WW. Rayleigh 4
Adispersion= M |aser 3
2
. . 3
Dispersion * v 1
Raman Stokes 0
Absorcion  Dispersion  Dispersion Raman Dispersion Raman

N dispersiin > M
v dispersién laser infrarroja  Rayleigh Stokes Anti-Stokes

Figura 9: Principio de la dispersion Raman (A) dispersion RAMAN y Rayleigh; (B) niveles

de energia de dispersién Raman, Rayleigh y absorcién infrarroja (Liu et al., 2022).

2.2.10.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido (Figura 10) es uno de los instrumentos mas utilizados
por los cientificos, permite agrandar la imagen de pequefias caracteristicas fisicas, morfologicas
o estructurales de objetos que no son invisibles para el 0jo humano. Este proceso se da mediante
el uso de un haz de electrones, el cual se produce a través del calentamiento de un filamento de
tungsteno, la interaccién entre los electrones incidentes y los atomos de la superficie de la
muestra generan electrones retrodispersados, electrones secundarios y otras sefiales que
transmiten informacion topografica. Un SEM convencional funciona en condiciones de alto
vacio, requiere que las muestras estén limpias, secas y sean conductoras; sin embargo, gran
parte de las muestras son no conductoras y para evitar la acumulacion de carga estatica deben

volverse eléctricamente conductores, para lo cual se produce impregnaciones con materiales
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conductores revistiéndoles con una ldmina delgada (Shah et al., 2019). A diferencia de los
microscopio opticos que presentan una resolucién de 0,25 um con una ampliacion maxima de
1000X vy el tipo de lentes usado de vidrio, los microscopios electrénicos de barrido presentan
una resolucion de 0,05 nm con una ampliacion maxima de 7,000,000X y el tipo de lente

electromagnéticas (Vernon-Parry, 2000; Temiz, 2022).

Pistola de B
electrones
Anodo |}
(acelerador) E-_--_—'_ —_"_'_": Rayo de

Lentes
magnéticas

Muestra -

Figura 10: Representacion esquematica de un microscopio electronico de barrido (University
of Cambridge, 2015).

2.2.10.4 Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico sirve como herramienta para entender los comportamientos de
los polimeros cuando estos son sometidos a calentamiento (estabilidad térmica) en condiciones
de temperatura y velocidad de calentamiento predeterminadas, la técnica proporciona datos
cualitativos y cuantitativos de la cinética de pérdidas de masa de las muestras por degradacion
con respecto al cambio de temperatura, asi como el comportamiento de los polimeros
(Parameshwaran et al., 2018), el aparato de termogravimetria (Figura 11) consisten en un
equilibrio fisico donde la balanza analitica se considera el corazon de la unidad del equipo
termogravimétrico capaz de proporcionar informacion cuantitativa, el horno donde se
encuentra situado el soporte de la muestra, un sistema de gas de purga que por lo general es

gas argon o nitrogeno necesarias para desplazar el aire de la cAmara y evitar la oxidacién de la
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misma y un microprocesador para el control de instrumento y procesamiento de datos
(Loganathan et al., 2017).
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Figura 11: Diagrama de una termobalanza: A: barra; B: soporte y recipiente para la muestra;
C: contrapeso; D: lampara y fotodiodos; E: bobina; F; iméan; G: amplificador de control; H:
calculador de tara; I: amplificador; y J: registrador (Skoog et al., 2014).

2.2.10.5 Difraccion de rayos X (DRX)

La técnica de difraccion de rayos X es una técnica no destructiva muy versatil usada
comunmente para el analisis de propiedades fisicas, composicion de fase y sobre todo para la
caracterizacion estructural de materiales en funcion de su patron de difraccion, el difractometro
de rayos X consta principalmente de tres elementos: una fuente de rayos X, un soporte de
muestra y un detector (Figura 12), el funcionamiento basicamente inicia con la fuente de
iluminacién la cual se difracta en la fase de la muestra y entra en el detector, los rayos X
dispersos interfieren constructivamente entre si, esta interferencia se puede analizar utilizando
la ley de Bragg-Brentano para determinar varias caracteristicas de los materiales. En los

sistemas de administracion de farmacos se puede utilizar para la caracterizacién y composicién
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de las estructuras fisicas (amorfas y/o cristalinas) de los principios activos (Gumustas et al.,
2017; Uzun, 2023).

colimador

abertura

Fuente de
ravos X muestra

Figura 12: llustracién de difraccién de rayos X (DRX) (Gumustas et al., 2017).
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CAPITULO HI

3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Formulacion de hipotesis

El uso de acido itacdnico (Al) en la preparacion de hidrogeles pH-sensibles a base de HEMA
con PEGXMEM permite la sintesis de hidrogeles que en condiciones &cidas se mantienen
comprimidos, mientras que en condiciones basicas se hinchan. Estas propiedades facilitan el
transporte y la liberacion controlada de acido ursolico al sitio de absorcién, mejorando su

biodisponibilidad.
3.2 Disefio metodoldgico

3.2.1 Tipo de investigacion

En el presente trabajo de investigacion se sintetizo y caracteriz6 hidrogeles HGx para evaluar
su potencial como sistema de transporte de AU. Se realizaron experimentos utilizando
espectroscopia FTIR y RAMAN para analizar la estructura de los hidrogeles y se evaluo las
propiedades de carga y liberacion de AU, por lo tanto, este estudio se clasifica como
experimental por la manipulacion de variables y la observacion en el comportamiento del
hidrogel. Ademés, el enfoque es cuantitativo debido a la medicion numérica de las

propiedades del hidrogel y la liberacién del acido ursolico.
3.2.2 Disefio de investigacion

Este estudio emplea un enfoque experimental para evaluar el comportamiento del hidrogel en
diferentes rangos de pH, asi como su capacidad para cargar y liberar acido ursélico bajo
condiciones simuladas del sistema gastrointestinal. La parte descriptiva se centrard en
caracterizar el hidrogel mediante el uso de técnicas espectroscopicas de FTIR-ATR y
espectroscopia RAMAN junto con el analisis SEM para dilucidar el comportamiento,

estructura y morfologia del hidrogel.
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3.2.3 Operacionalizacion de variables

TIPO DE DEFINICION <
VARIABLES VARIABLE OPERACIONAL INDICADORES MEDICION JUSTIFICACION
Independiente  Formulacion  Polimerizacion  de  los Proporcion de - FTIR La composicion quimica se verifica

de hidrogeles monomeros PEGXMEM, mondmero - RAMAN con FTIR 'y RAMAN, el
HGXx HEMA, Al con MBA como Condiciones de rendimiento se mide en porcentaje.
agente reticulante. polimerizacion
Dependiente  Capacidad de Porcentaje de AU liberado % de AU - Ensayo de El porcentaje de liberacion esta
HGX para bajo condiciones especificas liberado liberacion in basado en las pruebas
liberar AU depH (2,2y 7,4) vitro experimentales in vitro.
Controlada ~ Temperatura  Mantener condiciones de Temperatura - Cémarade Esto asegura que las variaciones en
temperatura constantes. (37 °C) incubacion los resultados se deben a las
variables independientes y no a los
cambios de temperatura.

Fija Concentracion Cantidad especifica de AU % de AU en Espectroscopia Mantener una concentracion fija
de AU enel HGx HGx UV-VIS garantiza la consistencia en la
cargado EE cantidad de acido ursolico cargado

EC en cada muestra del hidrogel.
Interviniente  Cambio de pH Comportamiento de Grado de - % El hinchamiento y la morfologia
hinchamiento  frente a hinchamiento. Hinchamiento  estan influencias por los cambios de
cambios de pH. Tamario de - DRX pH los cuales pueden influir en la
poros. - SEM liberacion del acido ursolico, por lo

que es crucial monitorear estos
aspectos durante el estudio.
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3.2.4 Reactivos
Los mondmeros utilizados en la sintesis de hidrogeles fueron:

2-hidroxietilmetacrilato (HEMA, 97 %, Sigma-Aldrich, contiene < 250 ppm de monometil
éter hidroquinona como inhibidor).

Polietilenglicol metiletermetacrilato (PEGsMEM, promedio de Mn 300, Sigma-Aldrich,
contiene 100 ppm de MEHQ y 300 ppm de BHT como inhibidores).

Polietilenglicol metilétermetacrilato (PEG9MEM, promedio de Mn 500, Sigma-Aldrich,
contiene 200 ppm de BHT y 100 ppm de MEHQ como inhibidores).

Acido itaconico (IA, > 99 %, Sigma-Aldrich).

El agente reticulante utilizado fue N,N’-metilenbisacrilamida (MBA, 99 %, Sigma-Aldrich)
y el iniciador 1-hidroxiciclohexil fenilcetona (HCPK, 99 %, Sigma-Aldrich).

Para simular las condiciones gastrointestinales in vitro se us6 TWEEN 80, tampon pH 2,2
(KCI:HCI) y tampon de fosfatos (PBS) pH 7,4 (NaCl:KCl:Na;HPO4:KH2PO4). Los disolventes

etanol, metanol y agua fueron destilados antes de ser utilizados.
3.2.5 Equipos

Los instrumentos que se utilizaron durante el trabajo fueron los siguientes: balanza analitica
(Gram FV, modelo FV-220C), campana extractora de gases, camara de fotopolimerizacion,
estufa (memmert), pHmetro (Crison - Model PH 25 Plus - pH-Meter — Datasheet),
rotaevaporador (RE100-Pro), espectrémetro infrarrojo Perkin Elmer con reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR, Thermo, Nicolet 380, USA), Liofilizador, Microscopio electrénico de
barrido (SEM, XL30ESEM Philips, North Billerica, MA, USA), Microscopio Raman confocal
(Renishaw InVia Raman Microscope, S/IN 9W596, Gloucestershire, UK), espectrometro
ultravioleta-visible UV-VIS (Thermo Scientific-Genesys 150, Waltham, MA, USA),
analizador termogravimétrico (TGA, Perkin Elmer STA6000/Waltham, MA, USA),
difractometro de rayos X (XRD-BRUKER D8-ADVANCE S/N 203691 SAP 604310,
Germany, Cu, A =1.5406 A) y cromatografo HPLC (Thermo Scientific, Ultimate 3000Thermo,
California, USA).
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CAPITULO IV

4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

La parte experimental se llevé a cabo en el laboratorio de Quimica Inorganica de la Universidad

Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC). En este laboratorio se realiz6 la

obtencion del &cido ursélico, asi como la sintesis de hidrogeles y su posterior caracterizacion

fisicoquimica. Ademas, se evalud la eficiencia de carga, encapsulacion y liberacion del acido

ursolico. EIl analisis instrumental de los hidrogeles se realizo en el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Polimeros (ICTP-CSIC) en Madrid, Espafa.

4.1 Obtencién de acido ursélico
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Figura 13: Proceso de obtencion de &cido ursolico.
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La muestra utilizada fue Clinopodium revolutum, esta muestra se colectd en el departamento
de Huanuco en el cerro Sullcapunta a 3770 msnm. Las herboristerias de Lima, Cusco y
Huancayo que comercializan este producto también son provenientes de esta region y es
vendida bajo el nombre de Flor de arena (Ludefia et al., 2021).

La obtencidn del &cido ursolico se desarrollé siguiendo la metodologia propuesta por Ludefia
et al. (2021). Las hojas secas de flor de arena (50 g), fueron maceradas en etanol al 96 % (200
mL) a temperatura ambiente durante 24 h. Después de este periodo, el extracto fue filtrado y
las hojas se sometieron nuevamente a maceracion bajo las mismas condiciones, este proceso
fue repetido tres veces. El extracto etanolico obtenido fue concentrado a sequedad con la ayuda
de un rotaevaporador. Luego, fue desengrasado con éter de petréleo (50 mL), por tres veces.
El extracto desengrasado fue redisuelto en etanol 96 % (150 mL) y se mantuvo en refrigeracion
durante 24 h. El precipitado obtenido fue filtrado y secado en la estufa a 60° C durante 5 h. El
proceso de cristalizacion fue realizado en etanol al 96 % (90 mL) a 60 °C, para decolorar la
solucién se afiadié carbdn activado (5 g) y se mantuvo en agitacion constante por un periodo
de 5 min. Luego, fue filtrado con ayuda de una bomba de vacio, el filtrado obtenido se dejo
cristalizar, en refrigeracion durante 12 h. Finalmente, los cristales obtenidos de acido ursolico

fueron filtrados, lavados con etanol frio y secados en una estufa a 60 °C durante 1 h.

4.2 Sintesis del hidrogel

4.2.1 Sintesis de hidrogeles HGs y HGo

La sintesis de los hidrogeles basado en poli(HEMA-PEGXMEM-AI) (HGX) se realiz6 segun la
metodologia propuesta por Gallardo et al. (2017). Los mondmeros Al, HEMA, PEGXMEM y
el reticulante MBA fueron pesados y disueltos en etanol (300 pL), esta mezcla fue sometida a
agitacion constante durante 5 min a 40 °C. Posteriormente se burbuje6 con nitrégeno gas por
un periodo de 10 min, para eliminar el oxigeno. Finalmente, se le afiadio el agente iniciador 1-
hidroxiciclohexil fenilcetona (HCPK) a la disolucién. La mezcla resultante se inyect6 de
manera inmediata en un molde previamente preparado y se introdujo en la camara de
fotopolimerizacion (4 watts, 365 nm) donde se mantuvo durante 40 min. Terminado este
tiempo los hidrogeles fueron retirados del molde y se cortaron en pequefios filmes cuadrados.
La purificacion de los hidrogeles se realiz6 sumergiendo los filmes en agua destilada, durante
dos dias, para eliminar las sustancias que no reaccionaron, el agua destilada se cambié dos

veces al dia con agua destilada nueva. Finalmente, los hidrogeles fueron secados a temperatura
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ambiente hasta obtener peso constante. La cantidad de reactante que fue utilizado estuvo en
funcion del porcentaje molar del total de mondmeros monofuncionales presentes en la sintesis

de los hidrogeles tal como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Cantidad de reactantes utilizados en la sintesis de hidrogeles.

HEMA PEGSMEM PEGIMEM Al
MBA HCPK

HIDROGEL g g g g
(mol%) (mol%) (mol%) (mol%) J J

0,800 0,230 0,100

HGs - 0,035 0,0156
(80%) (10%) (10%)
0,800 0,384 0,100

HGo - 0,035 0,0156
(80%) (10%) (10%)

4.2.2 Sintesis de hidrogeles cargados in situ con acido ursolico HGx-AU

La sintesis de estos hidrogeles HGx-AU fue realizado de manera similar al descrito
anteriormente, con la Unica diferencia de que se incorpor6 acido ursolico (1%) en el proceso.
La cantidad de reactante que se utilizo esta en funcién del porcentaje mol (mol %) del total de

monomeros monofuncionales presentes en la sintesis de los hidrogeles ver Tabla 2.

Tabla 2: Cantidad de reactantes utilizados en la sintesis de hidrogeles.

HEMA PEGsMEM PEGyMEM Al

AU MBA HCPK
HIDROGEL g g g g
(mol%) (mol%) (mol%) (mol%) J J J
0,800 0,230 0,100
HGs-AU - 0,035 0,023  0,0156
(80%) (10%) (10%)
0,800 0,384 0,100
HGo-AU - 0,035 0,023  0,0156
(80%) (10%) (10%)
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4.3 CARACTERIZACION INSTRUMENTAL

4.3.1 Analisis HPLC

La pureza del acido ursolico obtenido de la flor de arena fue determinado mediante HPLC
(columna Phenomenex RP-C18 de 250 x 4,6 mm y 5 um), las condiciones de andlisis fueron
las siguientes: una fase movil de agua:acetonitrilo (2:8), una velocidad de flujo de 1 mL/min,
modo de elucidn isocrético, inyeccion 5 uL y una longitud de onda de deteccion de 210 nm.

Este analisis fue determinado en la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.
4.3.2 Caracterizacion por FTIR-ATR

La caracterizacion espectroscopica del hidrogel se realizd con el espectrometro infrarrojo
Perkin Elmer con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR). Las muestras fueron previamente
secadas a temperatura ambiente hasta obtener peso constante para ser colocadas en el cristal de
ATR. La lectura se realiz6 a temperatura ambiente en un rango de nimero de onda de 4000

cm'a400cm™,
4.3.3 Microscopia RAMAN

El microscopio RAMAN confocal integrado con microscopia de fuerza atdmica en un
microscopio CRM-alpha 300 RA equipado con un laser de colorante Nd/YAC (potencia
méaxima de salida de 50 mW) fue usado como técnica complementaria. Los espectros RAMAN
fueron analizados punto por punto con un paso de 100 nm para lo cual previamente fueron

secados los hidrogeles a temperatura ambiente para posteriormente colocarlos sobre la platina.
4.3.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) de los hidrogeles se realizd en un instrumento Perkin
Elmer STA6000, se utilizaron 10 mg de hidrogeles previamente secados y molidos, la rampa
de calentamiento fue desde 37 °C a 600 °C con una velocidad de calentamiento de 5 °C/min

en atmosfera inerte de nitrégeno gas con un caudal de 20 mL/min.
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4.3.5 Andlisis de difraccion de rayos X (DRX)

Los hidrogeles cargados con acido ursolico fueron analizados mediante difraccion de rayos X
(DRX-BRUKER D8-ADVANCE) con radiacion de Cu, A=1,5406 A. Se utilizaron hidrogeles

que fueron previamente secados y molidos, estos se analizaron en un rango de 26 = 5° - 80°.
4.3.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de los hidrogeles fue analizada por un microscopio electronico de barrido
(SEM), para lo cual fueron liofilizados por un periodo de 12 h, hidrogeles hinchados en
solucion tampodn de pH 2,2 y pH 7,4 a temperatura de 37 °C, por un periodo de 24 h. Los
hidrogeles tuvieron que ser metalizados con una aleacion Au/Pd (80/20) con el fin de volverlas

conductoras y asi permita su observacion en el microscopio.

4.4 Caracterizacion fisicoquimica de HGx

4.4.1 Porcentaje de rendimiento

El porcentaje de rendimiento (% R) fue determinado mediante el método gravimétrico, para lo
cual se uso la Ecuacién (1) (Cavus & Cakal, 2012)

% Rendimiento = - X 100 Ecuacion (1)
t

donde W, es el peso del gel seco y Wt es el peso del total de monémeros HEMA, PEGXMEM

y Al y el reticulante MBA utilizados en la preparacion de los hidrogeles.
4.4.2 Comportamiento de hinchamiento

El comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles se expresé como grado de hinchamiento
(g). Para esto se pesaron 20 mg de hidrogel seco (Wo) y se sumergieron en 30 mL de cada uno
de los siguientes liquidos: agua, etanol y metanol a temperatura ambiente con el fin de evaluar
el mejor medio de hinchamiento. Después de la inmersion, los hidrogeles fueron retirados del
liquido en el que fueron sumergidos y se secaron cuidadosamente, es importante secar con
mucho cuidado la superficie del hidrogel con papel toalla antes de ser pesados (W). El grado
de hinchamiento se determiné cada hora hasta alcanzar las primeras 10 h y luego cada 24 h.

Este estudio fue realizado por triplicado y fue calculado con la Ecuacion 2 (He et al., 2019).
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Ecuacion (2)

4.4.3 Respuesta al pH

Para evaluar la respuesta al pH de los hidrogeles, se determind el grado de hinchamiento en
diferentes soluciones tampon (2 a 10) a 37 °C. La respuesta al pH se expresé como grado de
hinchamiento (q) y fue calculado con la Ecuacion 2 (He et al., 2019), esta prueba consistié en
sumergir el hidrogel seco previamente pesado (Wo) en una solucion tampdn de pH 2 durante
24 h. Pasado este intervalo de tiempo, se retir0 el hidrogel sumergido y se procedio a secar su
superficie con papel toalla para proceder a pesarlo (W pH 2). EI mismo hidrogel se volvié a
sumergir en una solucién tampén de pH 3 por un tiempo de 24 h, para posteriormente secarlo

con papel toalla y pesarlo (W pH 3). Se repitio este procedimiento hasta alcanzar el pH 10.

De la misma forma, se determind la respuesta al pH simulando las condiciones
gastrointestinales. Para ello, se sumergio el hidrogel seco previamente pesado (Wo) en una
solucion tampon de pH 2,2 a temperatura de 37 °C, durante 24 h (tiempo suficiente para
alcanzar el equilibrio). Pasado este intervalo de tiempo, se retir0 el hidrogel sumergido y se
procedié a secar su superficie con papel toalla para proceder a pesarlo (W). Posteriormente, el
mismo hidrogel se volvié a sumergir en una solucién tampon de pH 7,4 a temperatura de 37
°C durante 24 h. Tras la inmersion se secd con papel toalla y se pes6 nuevamente. Este

procedimiento se repitio de manera ciclica hasta que se observo la sobresaturacion del hidrogel.

4.5 Eficiencia de carga y encapsulacion

4.5.1 Carga de acido ursoélico mediante absorcion

Para la carga del acido ursélico mediante absorcion se pesaron 50 mg de hidrogel y se
sumergieron en 5 mL de solucion metandlica de &cido ursélico (1 mg/mL) durante 24 h.
Después de este tiempo el hidrogel se retird de la solucion y se lavo con metanol para eliminar
el AU no absorbido. Finalmente, el hidrogel se dejé secar a temperatura ambiente hasta

alcanzar peso constante.
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4.5.2 Cargado in situ de acido ursolico

La carga de acido ursolico dentro de la red polimérica fue realizada mediante el método de
cargado in situ, esta metodologia implica la carga del acido ursélico durante la formacion del
hidrogel, esta sintesis esta descrita en la Seccion 4.2.2 de sintesis de hidrogeles incorporando

acido ursolico.

Para determinar la cantidad de acido ursolico cargado en la matriz del hidrogel, se pesé 20 mg
del hidrogel cargado in situ, asi como, del hidrogel cargado por absorcion. Luego, fueron
sumergidos en 5 mL de metanol por un periodo de 24 h. Después de este periodo de tiempo,
los hidrogeles fueron sometidos a ultrasonido por 1 h. Para determinar la concentracion de
acido ursdlico en la solucién metandlica se utilizé un espectrometro UV-VIS configurado a
210 nm. Se prepard previamente una curva de calibracion utilizando una serie de soluciones
metandlicas de AU con concentraciones que varian de 5 pg/mL a 100 pg/mL la concentracion
de acido ursolico se determind mediante comparacion de las absorbancias obtenidas con la

curva de calibracion.

La eficiencia de carga y encapsulaciéon de acido ursélico fue determinado por las siguientes
Ecuaciones 3y 4. (Das et al., 2017)

Eficiencia de carga (EC) = ——= 2elAU__ 2100 % Ecuacion (3)

masa del hidrogel

. -, del AU .
Eficiencia de encapsulacion (EE) = m;:;i; AZ ——x 100 % Ecuacion (4)

4.6 Liberacién controlada in vitro

El estudio de liberacion de acido ursélico fue realizado simulando las condiciones del sistema
gastrointestinal. Para lo cual, se prepar0 una solucion de tampdn de pH = 2,2 que contenia
Tween 80 (3 %) para simular el pH estomacal y para simular la condicion intestinal se realizd

la liberacién en una solucion tampoén de pH 7,4 (PBS) con Tween 80 (3 %).

El perfil de liberacion fue estudiado con 20 mg de hidrogel previamente cargado (carga in situ)
a una temperatura de 37 °C en 5 mL solucion tampdn de pH 2,2 (pH estomacal), a intervalos

de tiempo predeterminados 1h, 5h, 10h, 24h, 72h y 120h, se extrajo el hidrogel y se lavé la
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superficie con agua destilada. Luego este fue sumergido en 5 mL de metanol durante 24 h'y
posteriormente se sometio a ultrasonido por 1 h, se retird el hidrogel y la solucion metanolica
fue leida en el espectrometro UV-VIS a una longitud de onda de 210 nm. La concentracion fue

determinada con la absorbancia y la ecuacion de la curva de calibracion previamente calculada.

La liberacion simulando el pH intestinal (PBS, pH 7,4) se realizd a temperatura de 37 °C para
lo cual, se sumergié 20 mg de hidrogel en 5 mL de PBS que contenia Tween 80 (3 %), a
intervalos de tiempo predeterminados 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h, 8h, 9h, 10h, 24h, 48h, 72h,
96h y 120h se extrajo el hidrogel y se procedio a sumergir en 5 mL de metanol por un periodo
de 24 h, pasado este tiempo se sonicd la muestra por 1 h y fue leida en el espectrémetro UV-
VIS a una longitud de onda de 210 nm. La concentracion fue determinada con la absorbancia

y la ecuacion de la curva de calibracion previamente calculada.

La determinacion de la cinética de liberacion se realizo por triplicado y se inform6 como el
porcentaje de liberacién versus tiempo. El porcentaje de liberacion se determind con la
Ecuacion 5 (Helaly & Hashem, 2013).

% liberado de AU = % x 100 Ecuacién (5)

donde Wt cantidad de AU liberado en el tiempo t y WO cantidad de AU contenido en el
hidrogel.
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CAPITULO V

5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Obtencién de acido ursélico

De acuerdo con lo descrito en la metodologia el experimento comenzo con 50,003 g de muestra
seca de hojas de flor de arena. Esta muestra fue macerada con etanol al 96 % y posteriormente
filtrada y concentrado con ayuda de un rotaevaporador. Como resultado se obtuvo un peso de
extracto concentrado de 6,990 g. El extracto concentrado fue desengrasado con éter de petréleo
y posteriormente redisuelto en etanol, la disolucién resultante se refrigero durante 24 h, lo que
permitié la obtencion de un precipitado, secado y pesado de 1,900 g. Para la cristalizacién de
AU se utilizé etanol al 96 % a temperatura de 60 °C se le agrego 5 g de carbdn activado con el
fin de decolorar la solucién, con ayuda de una bomba al vacio se la solucion fue filtrada, la
solucion obtenida fue sometida a refrigeracion durante 24 h hasta obtener cristales de acido

ursolico. Estos cristales fueron filtrados, secados y pesados, con un peso final de 0,284 g.

Con los pesos registrados en el experimento se procedié a calcular los porcentajes de

rendimiento mediante el uso de la Ecuacion 6, para lo cual se tiene:

Rendimiento (%) = 0,568 %

Se puede evidenciar que el porcentaje de rendimiento obtenido es del 0,568 %, este porcentaje
es menor si lo comparamos con otros trabajos realizados como el de Ludefia et al. (2021) quien
obtuvo un valor de 0,962 % de rendimiento. La diferencia de rendimiento estan sujetas a las
condiciones de extraccidn tales como temperatura, tiempo de maceracion, agitacion, etc., (Fu
et al., 2014). La extraccion que se realizo en este trabajo fue a temperatura ambiente (= 17 °C),

el cual podria ser el factor que influyo en el rendimiento de AU.
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5.2 Determinacion de pureza de acido ursolico por HPLC

La Figura 14 muestra el cromatograma realizado con un meétodo de elucion isocratico
agua:acetonitrilo (2:8), una velocidad de flujo de 1 mL/min. y una longitud de onda de
deteccion de 210 nm. En este cromatograma se puede observar que la principal sefal, el cual
resulta estar en un tiempo de retencion de 11,30 min corresponde al AU y su area relativa de
97,52 % el cual es asociado a su porcentaje de pureza. Estos resultado es consistente con lo

reportado previamente por Srivastava & Chaturvedi, (2010).
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Figura 14: Cromatograma del cristal de AU
5.3 Caracterizacion FTIR del acido ursélico

El espectro FTIR de los cristales de acido ursélico obtenido (Figura 15) muestra las sefiales
caracteristicas pertenecientes a este compuesto en 3420 cm* el cual corresponde a la vibracion
de tensién del grupo hidroxilo O-H (Busuioc et al., 2023). También se observan picos
alrededor de 2975 cm™ y 2950 cm™ pertenecientes a los enlaces C—H del grupo CH. y al del
grupo CHs. Asi mismo, en 1714 cm™* una banda de vibracion de C=0 del 4cido carboxilico, y
en 1680 cm™* una banda correspondiente al doble enlace C=C, en el intervalo que va de 1450
cm~ta 500 cm* se observa la huella dactilar caracteristica del AU (Gomez-Pulido et al., 2021).

La metodologia empleada fue disefiada para garantizar la obtencidén exclusiva de &cido
ursolico, siguiendo el protocolo descrito por Ludefia etal. (2021). Debido a esto, no se

considerd necesario realizar una caracterizacion instrumental mas exhaustiva del acido
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ursolico. El andlisis HPLC que indica una pureza del 97,52 %, asegura que el producto es casi
completamente acido ursolico, adicionalmente, la caracterizacion mediante espectroscopia
FTIR mostro picos caracteristicos a el acido ursolico permitiendo corroborar la presencia del
acido ursolico. Estas técnicas instrumentales nos proporcionan una validacion de la identidad

y pureza del &cido ursolico que justificando plenamente esta decision.
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Figura 15: Espectro FTIR del 4cido ursolico.

5.4 Sintesis de hidrogeles de poliHEMA-PEGXMEM-AI) (HGX)

Se realizaron pruebas preliminares en el laboratorio para determinar el mejor sistema de sintesis
de hidrogel que sea capaz de responder a los cambios de pH, tenga una consistencia que permita
ser manipulable y sobre todo permita la carga del &cido ursolico. En este sentido, se inicio
haciendo uso de la metodologia descrita por Tomi¢ et al., (2006), con algunas modificaciones,
donde se procedid a pesar metilenbisacrilamida (MBA) como agente entrecruzante, persulfato

de amonio (APS) y N,N,N,N’- Tetrametiletilendiamina (TEMED) como agentes iniciador y
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acelerador respectivamente, esto en una solucion de H2O:EtOH (1:1). Los resultados fueron
buenos, se obtuvo hidrogeles con buena consistencia como se muestra en la Figura 16. Sin
embargo, la problematica fue que este sistema presenté dificultad de carga del &cido ursélico
(cargado in situ), este problema se trat6 de solucionar al realizar la sintesis con el uso exclusivo
de etanol como solvente (solubilidad del acido ursélico en etanol 0,5 mg/mL), con el fin de
mejorar la capacidad de carga del acido ursélico (cargado in situ). Sin embargo, este sistema
propuesto no llegd a polimerizar debido a que el APS no es soluble en etanol, es decir, no se
genera los primeros radicales para que inicia la polimerizacion. Se evalud otro sistema de
polimerizacion para solucionar el problema de solubilidad del APS en etanol presentado en el
anterior sistema. Para lo cual, se uso el iniciador peroxido de benzoilo (PBO) al 1 % ya que el
PBO es relativamente soluble en etanol (17,9 mg/g). Sin embargo, el sistema tampoco

polimerizo.

Al tener presente que el sistema descrito anteriormente no polimerizo se opté por cambiar
nuevamente el iniciador y esta vez se us6 un iniciador térmico el cual fue azobisisobutironitrilo
(AIBN) al 1 %, la metodologia de este sistema esta descrito en trabajos realizados por Vargas
etal. (2020); del Prado etal. (2016), al cual se le realizd algunas modificaciones, la
metodologia consiste en pesar los monémeros HEMA, PEGXMEM, Al conjuntamente con el
agente reticulante MBA al 1 %, a esto se le afiadi6 5 mL de etanol, enseguida se burbujea con
nitrégeno gaseoso por 10 min, y se le agrego AIBN como generador de radicales libres, la
disolucién resultante se introdujo en la estufa a una temperatura constante de 60 °C por 24 h.
Pasado este tiempo, se observo que la polimerizacion fue idonea, sin embargo, el hidrogel
sintetizado por este método no present6 un buen grado de hinchamiento en agua tal como se

puede evidenciar en la Figura 16.

Por ultimo, se propuso la sintesis del hidrogel poli(HEMA-PEGXMEM-AI) (HGx) por
fotopolimerizacion esta metodologia cumple con el mismo principio de polimerizacion
mediante la generacion de radicales libres, este es un sistema que permite obtener los hidrogeles
en una cantidad de tiempo corta, la metodologia esta descrita en la seccion 4.2.1 de esta tesis.
El sistema propuesto si polimerizo y present6 un buen grado de hinchamiento en agua, por lo
tanto, esto motivo a que la carga del acido ursolico se podria realizar sumergiendo el hidrogel
en una disolucién de MetOH con acido ursélico (carga en disolucion) o cargado in situ al

momento de la polimerizacién tal como se evidencia en la Figura 16 cy d.

42



Figura 16: Hidrogeles de p(HEMA-PEGXMEM-AI), (a) con APS, (b) con AIBN, (c) por

fotopolimerizacion sin AU y (d) por fotopolimerizacidon con AU.

Por lo tanto, en base a estas pruebas preliminares, se establece la ruta de sintesis de hidrogeles
sensibles al pH en base de los monémeros HEMA, PEGXMEM y Al, los cuales fueron
sintetizados por polimerizacion de radical convencional, en presencia del agente reticulante
N,N’-metilenbisacrilamida (MBA), esta reaccion de polimerizacion de radicales libres fue
iniciada por 1-hidroxiciclohexilfenilcetona (HCPK) y activada por fotoionizacion (Figura 17).
Segun Chen et al. (2016) la polimerizacidn se inicia al generarse radicales libres, estos radicales
se obtienen cuando la luz ultravioleta promueve la descomposicion del HCPK, segun se

evidencia en la ruta de sintesis propuesta (Anexo 1), los principales radicales libres obtenidos

43



son los responsables de la iniciacion de la polimerizacion vinilica, estos radicales libres
reaccionan con los grupos vinilo de los monémeros de HEMA, PEGXMEM y Al, formando las
cadenas poliméricas y debido a la presencia del entrecruzador MBA estas cadenas se

entrecruzan formando la red polimérica 3D por la presencia de dos grupos vinilo en los

extremos (Figura 17).
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Figura 17: Reaccidon general de sintesis del hidrogel HGx.
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5.5 Porcentaje de rendimiento de la sintesis de HGx

El porcentaje de rendimiento de la reaccion se calculd haciendo uso de la Ecuacion 1. Los
resultados se pueden observar en la Tabla 3. Los porcentajes de rendimiento de los hidrogeles
obtenidos en todos los casos son ptimos, obteniendo mas del 80 % de conversion para todos
los hidrogeles. En otro estudio de sintesis realizado por QOyarce etal. (2020) en donde
realizaron la sintesis de hidrogeles de poli(HEMA-AI) mediante el método de polimerizacion
radicalaria, obtuvo un porcentaje de rendimiento del 95,8 %. Sin embargo, Odian, (2004) en su
libro publicado “Principios de la polimerizacion” explica que la etapa de terminacion en la
sintesis de hidrogeles se ve influenciada por el efecto de vitrificacion el cual puede ser
extremadamente pronunciado dependiendo de la temperatura de reaccidn, es decir, que la
polimerizacion puede detenerse considerablemente antes de llegar a la conversion total de
mondmero a polimero si el sistema de reaccidn tiene un porcentaje de conversion cuya
temperatura de transicion vitrea excede la temperatura de reaccion, este fendmeno es el
responsable en gran medida del porque no se llegan a porcentajes muy altos de conversion de

monomero-polimero.

Tabla 3: Porcentaje de rendimiento de la sintesis de hidrogeles HGx.

HGs HGo HGs-AU HGe-AU
Wo 0,932 1,098 0,947 1,119
Wi 1,165 1,319 1,178 1,332
% R 80,034 83,215 80,374 84,009

WO: peso del gel seco, Wt: peso del total de mondmeros presentes en la preparacion del hidrogel, % R

porcentaje de rendimiento.
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5.6 Caracterizacién instrumental

5.6.1 Caracterizacion de los hidrogeles por FTIR-ATR

Para este trabajo de tesis se uso el analisis espectroscopico FTIR-ATR, para caracterizar y
confirmar la polimerizacion de los hidrogeles. La Figura 18 muestra los espectros
correspondientes al monémero HEMA, Al, PEGsMEM vy el del HGs. En el caso de HEMA se
puede observar sus sefiales de vibracion caracteristicas a 3429 cm™' corresponde a la vibracion
de estiramiento del grupo hidroxilo (—OH) del alcohol (Hsueh et al., 2017). Las sefiales entre
3000 cm™! y 2800 cm™! corresponden a estiramientos alifaticos de -CH>—, C-H y CHs
respectivamente. También se tiene las sefiales a 1716 cm™' y 1634 cm™! correspondientes a la
vibracion de tension del grupo carbonilo (C=0) y de enlace C=C respectivamente (Oyarce
et al., 2020). Con relacién a la huella dactilar del espectro se puede atribuir algunos picos como
en 1296 cm™! correspondiente al grupo C-O-C, el espectro del monémero Al presenta la banda
ancha correspondiente al hidroxilo (~OH) entre 3230 cm™' a 2750 cm™!, la sefial centrada
aproximadamente en 2922 cm™! correspondiente al grupo C-H, en 1689 cm™' la sefial
caracteristica del grupo C=0, indicativo de un &cido carboxilico insaturado conjugado (Tomi¢
et al., 2014). El espectro del monémero PEGsMEM resalta la presencia del pico en 2873 cm™!
correspondiente al CHs, en 1689 cm™! la sefial caracteristica del grupo C=0, en 1634 cm ™' el
pico correspondiente a la tension del enlace C=C y en 1100 cm™! la banda correspondiente al
grupo éter C-O-C (Alejo et al., 2018). Por otro lado, en el espectro del hidrogel HGs se
observan los mismos picos caracteristicos que en los espectros de los monémeros HEMA,
PEGsMEM y Al, a excepcion de la sefial de vibracion del C=C en 1630 cm™!, que para el caso
de los espectros FTIR de los mondémeros si esta presente y en caso del polimero no, esto

confirma la reaccion de polimerizacién a través de estos grupos.
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Figura 18: Espectro FTIR de los monomeros Al, HEMA, PEGsMEM vy del hidrogel HGs.

Por otro lado, la Figura 19 muestra los espectros FTIR de los hidrogeles sintetizados, en estos
se puede destacar la presencia de los grupos —OH perteneciente al pico alrededor de 3400 cm ™,
los picos alrededor de 2940 cm™' y 2878 cm™! son los correspondientes a los grupos alifaticos
—CH y —CHj respectivamente, la zona de 1718 cm™! el pico correspondiente a la vibracion de
tension del grupo carbonilo (C=0), sin embargo, la diferencia de los espectros de estos
hidrogeles radica en la variacion de intensidad, si nos enfocamos en la zona de 2933 cm™' y
2877 cm™! la cual es perteneciente a los grupos alifaticos -CH y —CH: se puede observar que
el HGg presenta mayor intensidad, esto se deberia a que la cadena polimérica presenta un mayor
numero de grupos alifaticos —CH> a diferencia del HGs o el HGx-AU (Dabi et al., 2012). De la
misma forma como se expuso en el caso anterior, todos los espectros de estos hidrogeles no
presentan el pico de la sefial de vibracion del C=C, que para el caso de los espectros de los
monomeros si esta presente y no en los polimeros, esto confirma la reaccion de polimerizacion

a traveés de los grupos C=C.
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Figura 19: Espectro FTIR de los hidrogeles sintetizados.

5.6.2 Caracterizacion de los hidrogeles por espectroscopia RAMAN

El analisis espectroscépico RAMAN es una técnica espectroscépica que se usa muy a menudo
como una técnica complementaria de la espectroscopia FTIR, esto ocurre gracias a las
diferentes reglas de seleccion que gobiernan ambos procesos que determinan la actividad de
modos vibracionales especificos segun sea el tipo de técnica empleada, por ejemplo, el pico
espectroscopico de la molécula de agua en RAMAN es significativamente menor en
comparacion con el espectro en FTIR, asi mismo, un comportamiento similar se puede observar
en la region de 1600 cm™!, donde los estiramientos C=C son particularmente intensos y bien
definidos en RAMAN (Miloudi et al., 2017) Por lo tanto, el analisis RAMAN proporciona
informacion mas especifica para los hidrogeles sintetizados, segun la metodologia utilizada la
polimerizacion es a través de los grupos vinilo. La Figura 20 muestra el espectro RAMAN del
hidrogel HGs en comparacién con el espectro RAMAN del monémero PEGsMEM, los

principales picos caracteristicos para el monémero PEGsMEM estéan en la region de las bandas

48



de 2860 cm! correspondiente a los grupos alifaticos de CH, CH2 y CHa, asi mismo los picos
en la region de 1715 cm™! y 1636 cm™! corresponden a los estiramientos de los grupos C=0 y
C=C respectivamente. Sin embargo, una diferencia importante es en la zona de 1637 cm™!
correspondiente al C=C que en el caso del hidrogel HGs no presenta esta vibracion, lo cual se

debe a que la polimerizacion se da a través de estos grupos.
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Figura 20: Espectro RAMAN del mondémero PEGsMEM vy el hidrogel HGs.

La Figura 21 muestra la comparacion entre el espectro RAMAN y FTIR del hidrogel HGs al
hacer la comparacion entre ambos espectros claramente se muestra la complementariedad, por
ejemplo, los picos presentes en la zona de 3000 cm™' a 2860 cm™' correspondientes a grupos
alifaticos de CH, CHz y CHz presentan una mayor intensidad en el espectro RAMAN que en
el espectro FTIR, similar comportamiento se observa en el pico presente en 1720 cm™!
correspondiente al C=0 donde la intensidad es mucho mayor en FTIR que en RAMAN. Sin
embargo, si se enfoca en la zona de 1652 cm™! del espectro FTIR se observa lo que pareciera
ser un hombro del doble enlace C=C que probablemente se podria atribuir a presencia de
residuos acrilatos, estos residuos podrian Ilegar a ser citotdxicos para las células, por lo tanto,
mediante el analisis RAMAN se descarta la presencia de un pico atribuible al acrilato. Se puede
concluir que se realizd una correcta sintesis a través de los grupos vinilo, asi como una correcta

purificacion.
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Figura 21: Espectro RAMAN y FTIR del hidrogel HGs,

5.6.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico (TGA) se realiz6 en AU, HGs y HGg, las cuales se muestran a

continuacion Figura 22-24:

La Figura 22, muestra la curva TGA del &cido ursolico, indicando una ligera pérdida de peso
que inicia aproximadamente desde los 85 °C, esta pérdida de peso inicial podria atribuirse al
etanol con el cual fue recristalizado el AU, durante este proceso los grupos hidroxilos del etanol
pueden formar enlaces de puente de hidrogeno con los grupos hidroxilo del acido ursélico, por
lo que, al formarse los cristales algunas moléculas de etanol quedan atrapados en la red
cristalina del AU (Ludefia Huaman, 2017). Se puede observar una disminucién del porcentaje
de masa que inicia a 300 °C hasta llegar a una masa remanente de 0 alrededor de los 430 °C,
lo cual indica la descomposicion del &cido ursolico, estos resultados son comparables con los
reportados por ( M. de Almeida et al., 2014). Por otra parte, la curva DTG complementa esta
informacion, mostrando picos que corresponden a las tasas méaximas de pérdida de peso, el
pico en 150.5 °C podria corresponder a la eliminacion del etanol, pero del que se encuentra
atrapado en la red cristalina del AU y no del que se encuentra en la superficie que son los que
se van eliminando a los 85 °C como se mencion6 previamente. El pico en 390 °C es la
temperatura de velocidad maxima de degradacion. Por lo cual se puede concluir que el AU es

térmicamente estable por debajo de 300 °C.
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Figura 22: Termogramas TGAy DTG de AU.

La Figura 23, muestra la curva TGA y DTG de HGs, en el cual se puede observar tres etapas
principales de pérdida de peso. La primera etapa de pérdida de masa alrededor de los 100 °C,
se podria asociar esta pérdida de masa a la eliminacion de agua y mondmeros que no
reaccionaron (Huaman et al., 2023). La segunda etapa que empieza en aproximadamente 200
°C hasta 280 °C, el cual se podria atribuir a la perdida de agua generada en la formacion de
esteres a través de los grupos carboxilicos del —Al y el grupo hidroxilo de los monémeros de
HEMA (Huaman et al., 2024). La tercera etapa correspondiente a la degradacion térmica del
hidrogel, el cual inicia a 320 °C y termina a los 470 °C. La velocidad méaxima de degradacion
ocurre a 420 °C.
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Figura 23: Termogramas TGA y DTG de hidrogel HGs.

La Figura 24, muestra la curva TGA y DTG del hidrogel HGg, revelando tres etapas de pérdida
de masa al igual que el hidrogel HGs. La primera etapa alrededor de los 100 °C, la segunda
etapa que inicia a 260 °C y termina a 280 °C, con una velocidad maxima de pérdida de masa a
los 255,5 °C. La tercera etapa corresponde a la degradacion térmica del hidrogel, el cual inicia
a 320 °C y termina a 470 °C, la velocidad méaxima de degradacion ocurre a 410,5 °C. Estos
andlisis de TGA y DTG tanto para HGs y HGg proporcionan informacion critica sobre su
estabilidad térmica y comportamiento de degradacion, dado que los hidrogeles estan destinados
a ser utilizados como sistemas de suministro de AU el cual se lleva a cabo a temperatura

fisiologica de 37 °C, los hidrogeles sintetizados son térmicamente estables en ese entorno.
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Figura 24: Termogramas TGA y DTG del hidrogel HGo.

5.6.4 Analisis de difraccién de rayos X (DRX)

Las curvas DRX de HGs-AU y HGo-AU, se muestran en la Figura 25, estos fueron comparados
con la curva DRX de AU reportados por Antbnio etal. (2017) y Qiu etal. (2019), estos
investigadores reportaron varios picos intensos en angulos de difraccion 26: 10,76; 14,15;
16,49; 21,9; 26,4 y 40,22 lo que confirma el patrén cristalino del AU. Sin embargo, el DRX de
HGs-AU y HGg-AU, mostro solo bandas anchas de 26: 10-25 debido a la naturaleza amorfa del
hidrogel y los cuales se encuentran enmascarando a los planos cristalograficos de los cristales
de AU.
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Figura 25: Espectros DRX HGs, HGg y AU (reportado por Qiu et al. (2019)).

5.7 Caracterizacion fisicoquimica de los hidrogeles

5.7.1 Comportamiento de hinchamiento

Se evalud el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles HGs y HGg en tres medios
distintos, agua, etanol y metanol. El estudio de hinchamiento de los hidrogeles en agua tiene
gran importancia en el campo biomédico, el grado de hinchamiento influye en las propiedades
superficiales mecanicas y de movilizacion en el mecanismo de transporte del principio activo
a través de la red polimérica (Chai et al., 2017). Segun la Figura 26, los hidrogeles de HGs
presentan un g max de 0,89 (g H2O/g hidrogel), mientras que HGg presentan un gmax de 1,44 g
H20/g hidrogel. El grado de hinchamiento de agua depende en gran medida de la densidad
polimérica la cual puede facilitar o dificultar la formacion de enlaces de hidrégeno (Huaman

et al., 2023), es por ello que, un mayor o menor grado de hinchamiento se debe a los enlaces
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de hidrégeno inter/intramoleculares entre Al-Al (-COOH:-----HOOC-) y AI-HEMA (-
COOH:----HO-), los cuales podrian estar mas favorecidos en cadenas poliméricas mas cortas
restringiendo una mayor relajacion de los segmentos poliméricos y provocando una ligera
disminucion en la absorcion del agua y en cadenas poliméricas mas largas como el PEGsMEM
habria menor disposicion de formar enlaces de hidrogeno inter/intramoleculares entre Al-Al
(-COOH-HOOC-) y AI-HEMA (—-COOH:----HO-) y mayor disposicion de formar enlaces
Al-H>0 (-COOH:-----HO-) y HEMA-H>0 (-OH-----HO-) (Bajpai & Saggu, 2006; Dobi¢
et al., 2012; Huaman et al., 2023).

Otro aspecto interesante por considerar es el grado de hinchamiento en solventes donde el &cido
ursélico es mas soluble (metanol y etanol) con el fin de evaluar el mejor medio de carga, un
buen sistema de administracion de farmacos debe tener una buena eficiencia de carga y
encapsulacion, esto se logra si el principio activo es completamente soluble en el medio en el
que el hidrogel se hincha. Por este motivo, se evalu6 el comportamiento de hinchamiento de
los hidrogeles en metanol y etanol tal como lo muestra la Figura 27 y 28, los hidrogeles HGs
presentaron un valor de g, = 1,65 en etanol y q,,., = 1,18 en metanol, por lo que esto nos
da la posibilidad de poder realizar la carga y encapsulacion del principio activo por absorcion
en ambos medios. Lo mismo sucede en el caso del hidrogel HGg que presenta un valor de
Qmax = 1,09 en etanol y g,,,4 = 1,24 en metanol. Por lo cual, el mejor sistema para realizar
la carga y encapsulacion del &cido ursolico es en metanol ya que el AU es mas soluble en este

medio.
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Figura 27: Comportamiento de hinchamiento de HGs en diferentes medios.
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Figura 26: Comportamiento de hinchamiento de HGg en diferentes medios.
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5.7.2 Estudio de sensibilidad al pH

El comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles en entornos de pH variables es una de
las pruebas méas importantes que determinan las posibles aplicaciones para administracion de
compuestos bioactivos. Por esta razon, se evalud el grado de hinchamiento de los hidrogeles

HGs y HGg en un rango de pH de 2 a 10 a 37 °C, tal como se puede observar en la Figura 28.
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Figura 28: Comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles HGs y HGo.

El grado de hinchamiento de los hidrogeles esta estrechamente relacionado con los grupos
ionizables presentes dentro del hidrogel, al haber mayor nimero de grupos carboxilicos en la
red polimérica mayor seré el grado de hinchamiento del hidrogel. La Figura 28 muestra que el
hidrogel HGs y HGg presentan un cambio frente a las variaciones de pH debido a la completa
disociacion de los grupos carboxilicos del &cido itacénico (pK; = 3,85y pK, = 5,45) lo que
le confiere al hidrogel esa capacidad de responder a los cambios de pH. A valores de pH debajo
de sus constantes de disociacion los grupos carboxilicos se mantienen protonados obteniendo
valores bajos de g, mientras que a valores de pH por encima de las constantes de disociacion
los grupos carboxilo tienden a desprotonarse quedando cargados negativamente lo que provoca
una repulsion electrostatica, esto favorece al incremento del grado de hinchamiento obteniendo
valores de g altos (Mahinroosta et al., 2018), segun Tomi¢ et al. (2006) la capacidad de
hinchamiento se ve influenciada por la longitud de las cadenas laterales colgantes, esto explica

el mayor o menor grado de hinchamiento que presenta un hidrogel con respecto a otro.
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Los resultados de la Figura 28 demuestran que los hidrogeles HGs y HGg son sensibles a los
cambios de pH, por lo que, se espera un comportamiento similar con los hidrogeles cargados
con &cido ursélico, no obstante, para el caso de los hidrogeles HGs-AU y HGo-AU se evalud
el comportamiento de estos de manera ciclica en funcion del pH para ello se usé soluciones
tampon con valores de pH de 2,2y pH 7,4 a 37 °C y se realiz6 de manera ciclica, en donde
cada 24 h se cambiaba al hidrogel de un pH 2,2 a un pH 7,4 a las 48 h de un pH 7,4 a un pH

2,2y asi de manera ciclica.
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Figura 29: Grado de hinchamiento en pH 2,2 y 7,4 durante tres ciclos sucesivos.

La Figura 29 muestra el probable comportamiento del hidrogel al ingerirse a través del sistema
gastro intestinal, donde en un pH estomacal (pH 2,2) protegeran al acido ursolico y no se
liberara, mientras que al pasar a un pH intestinal (pH 7,4) estos hidrogeles hincharan y liberaran
el &cido ursolico aumentando su disponibilidad. Para el caso del HGs en pH 2,2 alcanza un
Qmax = 0,45 en 24 h, en pH 7,4 alcanza un q,,,,, = 1,97 en 24 h, mientras que, para el caso
del HGo en pH 2,2 alcanza un g, = 0,93 en 24 h, en pH 7,4 alcanza un q,,,4, = 2,64 en 48
h. Se puede observar también en la Figura 29 que ocurre una disminucion de la capacidad de

hinchamiento después de cada ciclo, esto se debe probablemente a la formacion de algunas
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asociaciones entre las cadenas que pueden atribuirse a interacciones ion-dipolo (Tomi¢ et al.,
2014), si se compara estos datos con estudios similares como el realizado por Dobi¢ et al.
(2012) en donde realizan la sintesis de hidrogeles de p(HEMA/IA/PEGDMA) obtiene grados
de hinchamiento para valores de pH 2,2 cercanos a 0,5 (g/g) y para valores de pH 7,4 valores
de hinchamiento cercanos a 3 (g/g). Con lo cual, se demuestra que los hidrogeles sintetizados

tienen potencial como sistemas de transporte de compuestos bioactivos.

5.7.3 Morfologia de los hidrogeles por microscopia electronica de barrido (SEM)

La caracterizacion morfoldgica de los hidrogeles mediante el analisis SEM se llevé a cabo con
el propdsito de examinar el tamafo y la variacion de los poros del hidrogel en funcion del pH
al que estan expuestos. Segun Rogic Miladinovic et al. (2017), una mayor cantidad de poros

en el hidrogel favorecera una mayor penetracion del agua a través de las redes poliméricas.

AccV SpotMagn Det WD Exp p————{ 200um AccV SpotMagn Det WD Exp j———{ 20um
250kV30 100x SE 200 1 250kV 35 1000x SE 200 1

AccV SpotMagn Det WD Exp |—————o 200pum AccV SpotMagn Det WD Exp j————o 20um
250KkV35 100x SE 200 1 250KV 30 1000x SE 200 1

Figura 30: Estructura morfoldgica del hidrogel HGs (a), (b) en medio acido pH 2,2 y HGs
(), (d) en medio bésico pH 7,4.
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La Figura 30 (a) y (b) muestra la morfologia del hidrogel HGs en condiciones acidas donde se
observa una estructura mas rigida con poros contraidos. Sin embargo, al analizar las imagenes
que representan al hidrogel HGs expuestos a un pH 7,4 presentadas en la Figura 30 (c) y (d)
se observa una red con poros mas abiertos y distribuidos uniformemente. Esto se debe a que
los hidrogeles en un entorno de pH basico los grupos carboxilo del hidrogel se desprotonan lo
que resulta en una repulsion electrostatica entre las cadenas poliméricas, por tanto, tienden a
hincharse y expandirse mostrando poros mas definidos esto favorece una mejor retencion del
agua, carga y difusion del &cido ursdlico a través de la matriz polimérica.

Por otra parte, la Figura 31 muestra los analisis SEM del hidrogel HGy donde se puede
observar una mayor presencia de poros plegados en la parte transversal tanto en condiciones
de pH &cido cémo basico, también se observa poros menos uniformes y mas irregulares en la
superficie del hidrogel. La forma plegada en la parte transversal del hidrogel probablemente
mejoro el grado de hinchamiento en agua al expandirse. Esto coincide con los valores de grado
de hinchamiento obtenidos en este trabajo donde se muestra un mayor hinchamiento en agua

para los hidrogeles HGg en comparacion del hidrogel HGs.

AccV SpotMagn Det WD Exp j—————{ 200um AccV SpotMagn Det WD Exp ——— 20um
250kV30 100x SE 200 1 250KV 30 1000x SE 200 1

Acc.V SpotMagn Det WD Exp |——— 200 um AccV SpotMagn Det WD Exp }——— 20um
250kv 30 100x SE 200 1 250kv 30 1000x SE 200 1
o &3

Figura 31: Estructura morfoldgica del hidrogel HGo (a), (b) en medio acido pH 2,2 y (c), (d)
hidrogeles en medio béasico pH 7,4.
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5.7.3.1 Determinacién del tamafio de poro del hidrogel

La porosidad y el grado de hinchamiento de los hidrogeles son parametros interrelacionados,
que contribuyen directamente en aplicaciones de liberacion de compuestos bioactivos.
Hidrogeles con porosidad optimizada pueden retener mayores cantidades de agua, lo que
mejora su biocompatibilidad asi como también facilita una liberacion mas sostenida y
controlada (Suhail et al., 2022).

La Figura 32 ilustra el hidrogel HGs sumergido en tampon 7,4 y posteriormente liofilizado.
Las mediciones de los poros realizadas en el contorno del hidrogel revelan un valor promedio
de 6,96 um (Figura 32 (a), (b)) lo que podria sugerir un indicativo en profundidad de los poros.
Por otro lado, en relacion con los poros presentes en la superficie del hidrogel se obtiene un
valor promedio de 2,15 um (Figura 32 (c), (d)) lo que proporciona una idea clara de las

dimensiones de los poros en la superficie del hidrogel.
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Figura 32: Micrografia de la seccion transversal e histograma HGs (a), (b); micrografia de la
superficie e histograma de HGs (c), (d) en pH 7,4.
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Por otra parte, la Figura 33 ilustra al hidrogel HGy sumergido y posteriormente liofilizado en
pH 7,4. La medicion del tamafio de poro en la parte transversal es de 10,14 um (Figura 33 (a),
(b)), tambien se determind el tamafio promedio de los poros del hidrogel en la superficie dando
un valor de 1,92 um (Figura 33 (c), (d)), estos valores dan luces de las dimensiones del tamafio
de los poros del hidrogel. Sin embargo, un detalle particular que se puede apreciar en la parte
transversal del hidrogel HGy es la forma plegada esto desde luego facilita una mejor retencion
del agua e hinchamiento, asi como también se observéd una mayor profundidad en los poros en
HGy a comparacion de HGs, por lo tanto, esto concuerda con los valores de hinchamiento
obtenidos. Esta forma plegada y tamafio de poro no se observa en el hidrogel HGs bajo las
mismas condiciones. Estas dimensiones son esenciales para garantizar un correcto
hinchamiento, asi como encapsulacion y liberacion controlada del acido ursélico mejorando su

eficacia terapéutica.
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Figura 33: Micrografia de la seccién transversal e histograma HGg (a), (b); micrografia de la

superficie e histograma de HGo (c), (d) en pH 7,4.
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Por otra parte, también se realizaron analisis morfologicos para el caso de los hidrogeles
cargados con acido ursolico in situ tal como se ilustra en la Figura 34 en donde se puede
observar que para ambos casos de hidrogel sintetizado si hay presencia de acido ursélico, esto
confirma una correcta y exitosa carga del &cido ursdlico dentro de la red polimérica. Ademas,
estas imagenes SEM confirman la hipotesis propuesta en este trabajo donde a valores de pH
acido los hidrogeles tenderan a estar comprimidos protegiendo de esta manera al &cido ursélico
y no permitiendo su difusion (ver Figura 34 (a) y (c)) y a valores de pH bésico estos hidrogeles
tienden a hinchar y permiten la difusion del &cido ursolico (ver Figura 34 (b) y (d)).

Acc.V SpotMagn Det WD Exp p—— 20um AccV SpotMagn Det WD Exp }—— 20um
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7 ~—

Figura 34: Hidrogeles cargados con acido ursélico (a) HGs pH 2,2; (b) HGs pH 7,4; (c)
HGg pH 2,2; (d) HGg pH 7,4

63



5.8 Eficiencia de carga y encapsulacion

5.8.1 Curva de calibracion estandar de acido ursolico

Se preparo una solucion madre de acido ursolico (1 mg/mL) en metanol y a partir de ella se
realizaron diluciones con metanol para preparar soluciones estandar en concentraciones
conocidas de 5, 20, 40, 60 y 100 pg/mL, de estas soluciones estandar se tomaron alicuotas de
2 mL de cada solucidn, respectivamente, y se usaron para construir la curva de calibracion
estandar de acido ursolico haciendo uso de un espectrofotometro UV-VIS a una longitud de
onda de 210 nm (Figura 35).
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Figura 35: Modelo de curva de calibracion estandar de acido ursélico.

Como se puede observar el coeficiente de determinacion (R?) es de 0,998 cuyo valor cercano
a 1 demuestra la linealidad de la calibracién, por tanto, en base a esto se realizé los célculos

para determinar la EC y EE.
5.8.2 Determinacion de la concentracion de AU en HGx, EC y EE

Para determinar la eficiencia de carga y encapsulacion en los hidrogeles HGs-AU y HGq-AU,
cargados por absorcion e in situ, primero se tuvieron que secar los hidrogeles a temperatura

ambiente. Luego, fueron introducidos en 5 mL de metanol durante 24 h, pasado este tiempo se
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sometio a ultrasonido por una hora con el fin de liberar todo el acido ursélico de la red
polimérica. La Tabla 4 y 5 muestra la eficiencia de carga y encapsulacion de los hidrogeles
HGx cargados por absorcién e in situ respectivamente los cuales fueron calculados con las
ecuaciones 3y 4 respectivamente.

Tabla 4: Eficiencia de carga y encapsulacion de los hidrogeles HGx cargados por absorcion.

Cantidad de AU Cantidad de Peso de

i EC (%) EE (%)
en HGx (mg) AU inicial (mg) HG (mg)

HGs-AU 0,723 25 50 1,45 2,89

HGe-AU 0,689 25 50 1,38 2,76

Tabla 5: Eficiencia de carga y encapsulacion de los hidrogeles HGx cargados in situ.

Cantidad de AU Cantidad de Peso de

L EC (%) EE (%)
en HGx (mg) AU inicial (mg) HG (mg)

HGs-AU 30,34 35,00 947 3,20 86,69

HGe-AU 30,05 35,00 1119 2,69 85,86

La eficiencia de carga relaciona la cantidad de acido ursélico que el hidrogel puede incorporar
en su matriz polimérica, mientras que la eficiencia de encapsulacién relaciona la proporcién de
acido ursélico que se encuentra encapsulado dentro del hidrogel en comparacion a la cantidad
de acido ursdlico inicial. En este sentido, la Tabla 4 muestra valores bajos de eficiencia de
carga y encapsulacion para la metodologia de cargado de &cido ursélico por absorcion. La
razon, de esto se le puede atribuir a la interaccion del AU con el polimero, lo cual dificulta una
correcta carga por este medio. Sin embargo, la Tabla 5 presenta una eficiencia de carga y
encapsulacion para el HGs de 3,90 y 86,69; respectivamente, y para HGg una eficiencia de
carga y encapsulacion de 2,69 y 85,86; respectivamente. Estos valores son comparables a los
reportados por Das et al. (2017) quienes logran una eficiencia de carga de 3,35 % Yy eficiencia
de encapsulacién de 55,52 % para el caso de un portador lipidico nanoestructurado cargado

con acido ursolico recubierto con oligosacéaridos de quitosano (UA-NLC), otros autores como
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Antonio et al. (2021) lograron una eficiencia de encapsulacion del 97,47 %, por otra parte,
también se reportaron valores como el de Payomhom et al. (2024) quien obtiene una eficiencia
de carga del 1,5 % y eficiencia de encapsulacion del 25 %, la eficiencia de carga se atribuye a
la afinidad quimica del &cido ursolico con los grupos funcionales del hidrogel, mientras que la
eficiencia de encapsulacion sugiere una incorporacion efectiva de acido ursélico dentro de la
red polimérica. Sin embargo, se observé que al aumentar la cantidad de acido ursélico se llega
a la saturacion del sistema y, por tanto, este no llega a gelificar (cargado in situ). En base a
estos resultados obtenidos se tomd la decision de trabajar con el sistema HGx-AU (cargado in
situ) por presentar mejor porcentaje de carga y encapsulacion del acido ursolico dentro de la
red polimérica.

5.9 Ensayo in vitro de liberacion de acido ursélico

5.9.1 Liberacion in vitro del hidrogel HGs

La liberacién in vitro de &cido ursélico se estudié en un medio de pH 2,2 y pH 7,4 que contienen
TWEEN 80 (3 %), a una temperatura constante de 37 °C con el fin de simular las condiciones
gastrointestinales, el &cido ursélico liberado en puntos de tiempo predeterminado se expresé

como una relacion porcentual de liberacion (%).
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Figura 36: Liberacion in vitro de acido ursélico del hidrogel HGs.
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La Figura 36 muestra el perfil de liberacion del &cido ursélico desde la matriz del hidrogel
HGs, en el cual se observa una mayor tasa de liberacion en pH 7,4 en comparacion con pH 2,2,
esto refuerza los resultados obtenidos anteriormente donde se indicé que a valores de pH acido
la red polimérica tiende estar comprimida evitando la difusién del &cido ursolico. A pH 7,4 se
puede observar una liberacion inicial rapida durante las primeras 24 h alcanzando un 60,39 %

seguida de una liberacion sostenida hasta las 120 h.

Para comprender mejor la cinética de liberacion del acido ursolico desde la matriz del hidrogel
HGs, los datos experimentales se ajustaron a varios modelos matematicos cinéticos: orden cero,
primer orden, Korsmeyer-peppas, Hixson crowell y Higuchi (Figura 37). Los parametros
calculados para los modelos matematicos se presentan en la Tabla 6, donde se evaluaron tres
indicadores clave para determinar la calidad del ajuste. La suma de residuos cuadrados (SSR)
que cuantifica el error entre los datos experimentales y los valores predichos por cada modelo,
de manera que un SSR mas bajo indica un menor error de prediccion y por tanto un mejor
ajuste del modelo. Por otro lado, el criterio de informacion de Akaike (AIC) equilibra la
precision del ajuste con la simplicidad del modelo, siendo més eficiente el modelo con el AIC
mas bajo, ya que logra un ajuste preciso sin introducir una complejidad innecesaria.
Finalmente, el coeficiente de determinacion (R?) refleja que proporcion de variabilidad en los
datos experimentales puede explicarse por el modelo, cuanto mas cercano a 1 sea el valor de

R? mejor sera el ajuste del modelo.
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Figura 37: Regresiones lineales de modelos matematicos cinéticos.

Tabla 6: Parametros calculados ajustando datos de liberacion utilizando varios modelos

matematicos.
HGs-AU
MODELO Co k SSR AIC R?

Orden cero 36,446 0,253 1490,330 69,348 0,454
Primer orden 6,018 0,002 0,079 -68,548 0,520
Hixson-Crowell - 0,006 0,709 -37,755 0,499
Higuchi - 3,569 1089,188 64,958 0,618
Korsmeyer-
Peppas - 22,340 0,582 -40,527 0,754
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El modelo de Korsmeyer-Peppas mostro los valores mas bajos de SSR y AIC, adicionalmente
también presente el R? mas cercano a 1, lo que sugiere que este modelo podria describir la
liberacion del acido ursolico desde el hidrogel HGs, aunque los modelos de orden cero 'y primer
orden también presentaron valores de AIC negativos, su capacidad de ajuste fue
significativamente inferior en comparacion con Korsmeyer-Peppas, como lo demuestran sus
menores valores de R2 y mayores valores de SSR. EI modelo de Korsmeyer-Peppas evalta los
mecanismos de liberacion de farmacos especialmente cuando la liberacion no sigue una
cinética simple de orden cero o primer orden, este modelo considera tanto el hinchamiento
como la difusion del farmaco a traves de la matriz polimérica (Altun et al., 2021), esto nos da
a entender que la liberacion del acido ursélico probablemente involucra un mecanismo

combinado de difusion y relajacion de la cadena polimérica.

El valor del exponente “n” en el modelo de Korsmeyer-peppas determina el tipo de mecanismo
de difusién involucrado, Valores de n < 0,45 indican una liberacion controlada predominante
por difusién de Fick, valores de n cercanos a 1 sugieren un control por relajacion de las cadenas
poliméricas, ajustandose a un modelo cinético de orden cero, para valores intermedios de n
comprendidos entre 0,45 y 1 indican un transporte anomalo, en el que tanto la difusion como
la relajacion influyen en la liberacion, lo cual se puede estudiar empleando la difusion no
Fickiana (Altun et al., 2021). En este estudio el valor de n obtenido fue de 0.2566 para HGs lo
que sugiere una liberacién por difusiébn de Fick (Liberacion quasi-fickiana), este
comportamiento se atribuye a la difusion controlada principalmente por la difusion del
compuesto bioactivo a través de la matriz polimérica que se relaja e hincha en un ambiente
béasico (pH 7.4) (Alinavaz et al., 2021).

69



5.9.2 Liberacion in vitro del hidrogel HGo

Del mismo modo que el caso anterior, se estudio la liberacion del acido ursélico a partir del
hidrogel HGo en condiciones de pH 2,2 y pH 7,4 a temperatura constante de 37 °C, con el fin
de simular las condiciones gastrointestinales. La liberacion del acido ursélico en puntos de

tiempo predeterminado se expresdé como una relacion porcentual de liberacion (%).
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Figura 38: Liberacion in vitro de &cido ursolico del hidrogel HGo.

La Figura 38 muestra el perfil de liberacion del cido ursélico en condiciones de pH 2,2y 7,4.
Se observa un porcentaje muy bajo de liberacién a pH 2,2 en comparacion con el pH 7,4 el cual
tiene una mayor y mejor porcentaje de liberacion. Este comportamiento esta relacionado con
la propiedad de los hidrogeles HGg de hinchar dependiendo del medio en el que estén expuesto.
A pH 7,4 se puede observar una liberacion inicial rapida del acido ursolico durante las primeras
24 h, este fendmeno puede atribuirse a la rapida difusion de las moléculas de acido ursolico
desde los poros superficiales y las capas méas externas del hidrogel, posteriormente la liberacion
seguida se vuelve sostenida hasta las 120 h lo que sugiere la liberacion del &cido ursélico
atrapado en las capas internas del hidrogel HGso.

Para comprender mejor la cinética de liberacion del acido ursolico desde la matriz del hidrogel
HGg, los datos experimentales se ajustaron a varios modelos matematicos cinéticos: orden cero,
primer orden, Korsmeyer-peppas, Hixson crowell y Higuchi (Figura 39). Los parametros
calculados para los modelos matematicos se presentan en la Tabla 7, donde se evaluaron tres

indicadores clave para determinar la calidad del ajuste: SSR, AIC y R?.
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Figura 39: Regresiones lineales de modelos matematicos cinéticos.

100 120

Tabla 7: Parametros calculados ajustando datos de liberacion utilizando varios modelos

matematicos.
HGo-AU
MODELO Co k SSR AIC R?
Orden cero 30,946 0,252 1226,977 66,626 0,509
Primer orden 6,263 0,002 0,050 -74,927 0,584
Hixson-Crowell - 0,006 0,487 -43,018 0,559
Higuchi - 3,475 833,657 61,215 0,667
Korsmeyer-
Peppas - 18,359 0,578 -40,619 0,783
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El modelo de Korsmeyer-Peppas mostro el mejor ajuste para describir la liberacion del acido
ursolico desde el hidrogel HGy con valores de SSR, AIC bajos y un R? cercano a 1, lo que
indica que este modelo es el mas adecuado, este modelo evalda los mecanismos de liberacion
de farmacos especialmente cuando la liberacion no sigue una cinética simple de orden cero o
primer orden, este modelo considera tanto el hinchamiento como la difusion del farmaco a
través de la matriz polimérica, esto nos da a entender que la liberacion del acido ursélico
involucra un mecanismo combinado de difusion por relajacion de la cadena polimérica, otro
valor a tener en cuenta es el del exponente n, que proporciona informacion adicional sobre el
mecanismo de liberacion del principio activo, en este caso el valor den = 0,2778 sugiere una
liberacion por difusién de Fick (Liberacidn quasi-fickiana), en este tipo de liberacion el proceso
estd controlado predominantemente por la difusion del principio bioactivo a través de la matriz
polimérica, lo que refuerza que la difusion del &cido ursélico se da en un ambiente bésico (pH
7,4) que es donde la matriz polimérica se encuentra mas relajada e hinchada facilitando su
difusion (Alinavaz et al., 2021).
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6. CONCLUSIONES

El AU fue exitosamente extraido de la especie Clinopodium revolutum, purificado mediante
cristalizacion y el rendimiento obtenido fue de 0,568 %. Los grupos funcionales caracteristicos
del AU se pudo identificar por FTIR, la cuales son las sefiales a 3420 cm ™ (O-H), 1714 cm™!
(C=0) del &cido carboxilico, y en 1680 cm™! del enlace C=C. La pureza del AU determinado

por HPLC fue de 97,52 %, estos resultados respaldan la eficacia del método empleado.

Los hidrogeles HGx se sintetizaron con éxito a traves de reacciones de polimerizacion radical
de grupos metacrilato iniciadas por fotopolimerizacién, los resultados mostraron un
rendimiento de reaccion superior al 80 % y con propiedades esperadas de hinchamiento en

agua, etanol y metanol. Los hidrogeles también mostraron respuesta al cambio de pH.

Debido a los grupos carboxilicos del Al los hidrogeles tiene la capacidad de comprimirse a pH
2,2 e hinchar cuando el pH pasa a ser de 7,4. Estos resultados muestran el potencial de los

hidrogeles para ser usados como sistemas de liberacion de compuestos bioactivos.

La caracterizacion de los hidrogeles por espectroscopia FTIR y RAMAN como técnicas
complementarias proporcionaron informacion relevante sobre su estructura quimica, la
espectroscopia FTIR revelo la presencia de grupos —OH en 3400 cm™!, grupos alifaticos —-CH
y —CHzen 2940 cm™! y 2878 cm™! y el espectro RAMAN confirmo la formacion del hidrogel

a través de los grupos vinilo C=C en 1630 cm™.

La microscopia electrénica de barrido mostr6 que la porosidad del hidrogel es dependiente del
pH, es decir, que a pH &cidos los poros se encuentran comprimidos y a pH bésico los poros se
encuentran abiertos. Del mismo modo, revel6 que el AU se encuentra en los poros de los

hidrogeles.

La evaluacion de carga y liberacion del acido ursélico (AU) en condiciones que simulan el
sistema gastrointestinal demostré que los hidrogeles protegen el AU del ambiente acido del
estomago y lo liberan en el ambiente basico del intestino. Los resultados se ajustaron al modelo
de Korsmeyer y Peppas, indicando un mecanismo de liberacion controlada por difusion, lo que
mejora la biodisponibilidad del AU. Ademés, HGs mostrd una mayor eficiencia de carga (EC)
y eficiencia de encapsulacion (EE), lo que sugiere que puede liberar mas acido ursdlico en el

intestino delgado.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda:

e Investigar las propiedades mecénicas de los hidrogeles poli(HEMA-PEGXMEM-AL).

e Realizar estudios de citotoxicidad y biocompatibilidad en sistemas in vitro.

e Evaluar la biodegradabilidad de los hidrogeles.

e Explorar las propiedades de los hidrogeles preparados con diferentes cantidades de Al
y de entrecruzador.

e Realizar la liberacion en otro sistema que simule las condiciones gastrointestinales.

e Realizar la optimizaciéon utilizando métodos como de superficie de respuesta.

e Evaluar la eficacia de HGx-AU in vitro en modelos celulares o animales bajo
condiciones estrictamente controladas, de esta manera lograr comprender de mejor
manera el potencial terapéutico del &cido ursolico en el tratamiento de enfermedades

especificas.
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9 APENDICE Y ANEXO

Anexo 1: Etapas de la polimerizacion radicalaria iniciada por fotoionizacion.
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Anexo 2: Hidrogeles obtenidos.




Anexo 4: Cromatoplacas del estudio preliminar de liberacion de acido ursélico desde

hidrogeles bajo condiciones simuladas gastrointestinales.

En el estudio preliminar de liberacion de acido ursélico desde los hidrogeles, se realizaron
cromatoplacas bajo condiciones simuladas del tracto gastrointestinal. El objetivo fue detectar
la presencia de AU liberado, para posteriormente realizar su cuantificacion. Este proceso nos
permitié confirmar que el acido ursolico estaba efectivamente siendo liberado del hidrogel y

asegurarnos de que la cantidad liberada pudiera ser cuantificada con precision.
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