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INTRODUCCION

Los farmacos de liberacién controlada son de gran interés en el desarrollo de nuevos
productos de mejor eficacia, fiabilidad y seguridad. Este interés ha sido impulsado por las
ventajas, entre otras, mostradas por los sistemas poliméricos de formacién in situ tales
como: la facilidad y reduccidn en la frecuencia de administracién al paciente. Asi pues, la
elaboracion de geles de liberacion controlada debe de cumplir condiciones fisiolégicas para
que puedan servir como un sistema de suministro del farmaco por gelacién in situ, es decir,
una formulacidon inyectable parenteral que se transforme en un gel a condiciones
fisioldgicas. En este trabajo se desarrollé la formacion de complejos gelificantes con 5
formulaciones utilizando Kollicoat al 10% en dos formulaciones variando la concentracidn
del disolvente (etanol-agua) y PEG 6000 al 20 % (p/v); seguido de tres formulaciones con
Poloxamero F-127 al 15% (p/v), Quitosano 80 al 0.5% (p/v) y una mezcla de ambos. Se
caracterizaron los sistemas mediante pruebas reoldgicas a fin de describir el
comportamiento termomecanico del polimero utilizado, obteniendo como resultado que las
formulaciones compuestas de estos polimeros son geles débiles, y para el caso del
Quitosano y el poloxamero la respuesta en los espectros mecanicos dinamicos de baja
amplitud de deformacién de los modulo elastico, (G’) y viscoso (G”) exhibid un
comportamiento del tipo liquido viscoeldstico (G”’>G’) en todo el intervalo de flujo; sin
embargo para el caso de las formulaciones compuestas de PEG 6000, kollicoat, progesterona
y etanol-agua, su comportamiento cinético muestra que G’ > G” por lo que conservan sus
propiedades de gel débil.

Por otra parte, desde la década de los 40 se comprobd la utilidad de la Progesterona (P4)
para el control del ciclo estral en los rumiantes. Aplicando inyecciones diarias en cantidades
suficientes (100 mg de P4 en el bovino y 50 mg P4 en el ovino) por 14 dias se simulaba un
cuerpo luteo artificial, de modo que cuando se suprimia el tratamiento se creaba la
sincronizacion del estro y la ovulacion (Wolfbang 1995). En este trabajo se propuso una
reaccidon de derivatizacion entre la progesterona y el 4,4-difluoro-5 ,7-dimetil-4-Bora-3a, 4a-
diaza-s-indaceno-3-propionico, hidrazida (BODIPY) para poder ser cuantificado en el HPLC
con detector fluorescente, y asi se llevd a cabo la construccidn de una curva estandar para la
progesterona-BODIPY y la propuesta de extraccion de la progesterona del suero de bovinos

para posteriores estudios.



1. MARCO TEORICO

1.1 REOLOGIA

1.1.1 Definicién

El término “reologia” es derivado del griego rheos que significa corriente o flujo. La reologia

estudia el flujo y deformaciéon de los materiales y esta definicion es aceptada por la

American Society of Rheology fundada en 1929. @

La reologia es por definicién, la ciencia de la deformacion y el flujo de materia. El

comportamiento reoldgico de los polimeros implica fendmenos muy diversos que pueden

relacionarse con diferentes mecanismos moleculares. Estos fendmenos y sus principales

mecanismos asociados son los siguientes:

Flujo viscoso, es la deformacién en masa irreversible del material polimérico
asociada al deslizamiento irreversible, unas sobre otras, de las cadenas moleculares®.
Elasticidad de los cauchos y dfines, en las que se conserva la libertad de movimiento
local asociada a los movimientos de cadena a pequefia escala, pero estan impedidos
los movimientos a gran escala (flujo) por la restriccién de una estructura reticular
difusa. ?

Viscoelasticidad, en la que la deformacion de la muestra de polimero es reversible
pero depende del tiempo y esta asociada (como la elasticidad en el caucho) con la
distorsion de cadenas de polimero a partir de sus conformaciones de equilibrio, por
un movimiento activado de los segmentos que implican rotacion alrededor de los
enlaces quimicos. ?

Elasticidad de Hooke, en la que el movimiento de los segmentos de la cadena esta
dréasticamente restringido y probablemente solo implica alargamiento de los enlaces

de deformacion de los dngulos de enlace: el material se comporta como un cristal. %!



1.1.2 Flujoy deformacién G)

En el campo de la reologia, existen varios términos que son comunmente usados, entre los
cuales se encuentran el flujo y la deformacién. Cuando se habla de flujo, intrinsecamente se
habla de deformacién, y se hace referencia a los puntos adyacentes en el fluido que se
mueven relativamente uno con el otro. La deformacién cominmente es representada por el

simbolo v.

FLUJO CIZALLA FLUJO EXTENSIONAL
-—

O

——
)

Particulas adyacentes Particulas adyacentes
moviendose una sobre mowiendose lejos o hacia

la otra. la otra.

Figura 1 Movimiento de las particulas en flujos cizalla y elongacional.

Hay dos tipos de flujo bdsicos conocidos como, flujo de cizalla (shear flow) y flujo
elongacional (extensional flow). En la figura 1 se puede observar que el flujo de cizalla es el
movimiento continuo de particulas de fluido una sobre la otra; mientras que en el flujo

extensional las particulas se mueven lejos o hacia la otra.

Todos los flujos son resistidos por la viscosidad. Para una velocidad dada la fuerza resultante
aumenta cuando la viscosidad se incrementa, en tanto que para una fuerza dada, la

velocidad se reduce cuando la viscosidad se incrementa.

1.1.3 Velocidad de deformacidn y esfuerzo en flujo de cizalla @)

El flujo de cizalla simple se representa mediante un modelo hipotético de capas que se
deslizan una con respecto a la otra (figura 2). Siguiendo este modelo, el caso mas simple que
se puede encontrar es cuando la velocidad con que se mueve cada capa de material
incrementa linealmente con respecto a su vecina, ubicada mds abajo; de modo que la capa

al doble de la distancia de cualquier capa estacionaria se mueve al doble de la velocidad de



la misma. Este gradiente de velocidad en la direccidon perpendicular al flujo es llamado
“Velocidad de Deformacion” (shear rate), y la fuerza por unidad de area creada o producida
por el flujo es llamada “Esfuerzo” (shear stress). Generalmente, la velocidad de deformacién

es denotada por el simbolo ¥, mientras que el esfuerzo es simbolizado por T.

Capas
hipotéticas

~ :'V v

Figura 2 Modelo hipotético de capas en flujo cizalla.
1.1.4 Viscoelasticidad

Hace cuatrocientos anos todo pudo ser engafiosamente simplificado a las leyes de Newton y
Hooke, y de hecho, durante dos siglos el comportamiento de los materiales fue
satisfactoriamente descrito con la ley de Hooke para los sélidos y la ley de Newton para los
liquidos. Sin embargo, comenzaron a aparecer dudas y casos donde las leyes de Hooke y
Newton no representaban satisfactoriamente el comportamiento de algunos materiales.
Diversos estudios condujeron a la aparicion de la “viscoelasticidad”, que considera
intrinsecamente la existencia simultdnea de propiedades viscosas y eldsticas en un material.
Al hablar de viscoelasticidad es necesario hacer referencia a un tiempo de relajacién
caracteristico del material. Esto debido a que la respuesta particular de una muestra en un
experimento dado depende de la escala del tiempo de observacién del proceso en relacion a
este tiempo de relajacién. Si el experimento es relativamente lento, la muestra puede
parecer mas viscosa que elastica, mientras que, si el experimento es relativamente rapido,
esta puede parecer mas elastica que viscosa. De la coexistencia de ambas observaciones a
escalas de tiempo intermedio, donde la muestra puede parecer tanto elastica como viscosa,
es de donde se obtiene un comportamiento viscoeldstico. En otras palabras, si se aplica un
rango muy amplio de esfuerzo sobre un espectro de tiempo muy amplio, o frecuencia, y se
realizan medidas reoldgicas, es posible observar tanto propiedades liquidas como sdlidas o

viceversa. ®



Tal como se menciona antes, todos los materiales pueden comportarse como liquidos o
solidos, dependiendo de la escala de tiempo del experimento reolégico. En tiempos muy
largos los materiales "solidos" fluyen como liquidos bajo un estrés constante. Por ejemplo el
cristal de la ventana no es un sélido en absoluto, sino un fluido muy viscoso (n= 10 Pa s).
Por el contrario, en tiempos muy cortos (o, equivalentemente, a frecuencias muy altas), por
ejemplo, menos de 10 B, el agua se comporta como un soélido. Por lo tanto, practicamente
todos los materiales son viscoeldstico. La escala de tiempo de la deformacién determina la
proporcién de viscosidad (liquidos) a elasticidad (sélidos) en las propiedades de un material

dado. @

La descripcion de la respuesta viscoelastica de los polimeros amorfos a pequeifias tensiones
se simplifica grandemente por la aplicacidn de los tres principios generales siguientes que

son ampliamente aplicables a estos sistemas. (@)

El principio de superposicion de Boltzmann. Establece que la deformacién es una funcién
lineal de la tensién, de modo que el efecto total de aplicar varias tensiones es la suma de los
efectos de aplicar cada una de ellas separadamente. La aplicacién de este principio de
superposiciéon hace posible predecir la respuesta mecdnica de un polimero amorfo a una
amplia gama de condiciones de carga a partir de una cantidad limitada de datos
experimentales. El principio se aplica tanto a las tensiones estaticas como a las dependientes

del tiempo. @

Equivalencia tiempo-temperatura. Un aumento en la temperatura acelera el movimiento
molecular y segmental, llevando al sistema rdpidamente al equilibrio o equilibrio aparente y
acelerando todos los tipos de procesos viscoelasticos. Una forma conveniente de formular
este efecto de la temperatura es en términos de la relaciéon ar de la constante de tiempo
(tiempo de relajacién) de una respuesta particular, T, a una temperatura T, a su valor 7, a
una temperatura conveniente de referencia T El tiempo y la temperatura afectan a la
viscoelasticidad solamente a través del producto ar y del tiempo real, y ar se llama un

factor de desplazamiento.



Relajacion de tension. Si el alargamiento se detiene durante la determinacion de la curva
tension-deformacién de un polimero, la fuerza o tensidon decrece con el tiempo a medida
que el espécimen se aproxima al equilibrio o quasi-equilibrio, bajo la deformacion impuesta.
La observacidn directa y medicién de este fendmeno constituye el experimento de relajacion
de tensidon. Usualmente, la muestra se deforma rapidamente hasta una deformacién
especificada, y la tensién para esta deformacién se observa durante periodos que van de

. . . , . e . 2
varios minutos a varios dias o aun mas tiempo. (@)

Se ha demostrado, tanto experimental como tedéricamente, que el comportamiento de
relajacién de tensidn de los polimeros tipo caucho puede descomponerse en producto de
funciones independientes de la deformacion y del tiempo. Para pequenas deformaciones, la
funcién tensidon-deformacién es casi lineal y puede representarse por un moédulo de

elasticidad dependiente del tiempo G (t). (@)

1.1.5 Andlisis de viscoelasticidad

Hay varias formas de medir la respuesta viscoeldstica de un material. Una de las mds simples
es la aplicacidn repentina de un esfuerzo constante al material que estd siendo estudiado, y
monitorear la deformacion resultante. Este tipo de prueba es llamada “creep testing”. De
manera analoga, si se aplica repentinamente una deformacién constante y se monitorea el
esfuerzo consecuente, se tiene la prueba de esfuerzo de relajacion (stress relaxation test).

Otro método frecuentemente usado es la prueba oscilatoria (oscillatory testing), que
consiste en aplicar un esfuerzo o deformacién oscilatoria de entrada sobre la muestra y
monitorear la deformacion o esfuerzo oscilatorio de salida. También se tiene la prueba
llamada “start-up” que consiste en la aplicacidon de una velocidad de deformacidn constante

y el seguimiento del esfuerzo resultante. Estas pruebas son mostradas en la figura 3. )



Aplicacion de un esfuerzo constante /________,..--‘
cCree — N .. " —
P Monitoreode la deformacion resultante.
, « | Aplicacion de un esfuerzo/deformacion oscilatorio, /\/\/\/\]\
oscillatory . Monitoreo de la deformacion resultante. >
stress - Aplicacion de una deformacion constante, -
relaxation > Monitoreo del esfuerzo de relajacion. -
+ | Aplicacion de una velocidad de deformacion constante
start-up »| 7 . f T
Monitoreo de la deformacion resultante.

Figura 3 Pruebas de andlisis de viscoelasticidad.
1.1.6 Andlisis oscilatorio de baja amplitud ©®

Los andlisis oscilatorios son frecuentemente el tipo de prueba viscoeldstica mas utilizado.
Esta prueba consiste en someter un fluido a un esfuerzo (t) o deformacion (y) sinusoidal de
una frecuencia dada (w). Durante este movimiento periddico, el esfuerzo y la velocidad de
deformacion ('P") evolucionan sinusoidalmente en funcién del tiempo con la misma
pulsacidn, pero presentando un cierto desfase (¢) una con respecto a la otra. Es importante
resaltar, que en gran parte de la literatura se utiliza el desfase denotado por el simbolo “6”,
que estd dado por el desfase entre el esfuerzo y la deformacion (Coussot y Grossiord, 2001).

Ambos desfases estan relacionados por la ecuacion:

OR w

Las propiedades como un sélido de un fluido a cualquier frecuencia son representadas por el
madulo elastico (G’), mientras que como liquido son descritas por el médulo viscoso (G”).
Las unidades de ambos mddulos son pascal (Pa) en el Sistema Internacional y estan definidos
por las ecuaciones:

"= G"-coséd (2)

“=G"-send (3)



Donde G* representa el médulo complejo de cizallamiento. A partir de estas ecuaciones, el

desfasaje (6) se puede relacionar al mdédulo eldstico y viscoso por la ecuacion:
o
tand = = (4)

Con la ecuacién (4) se demuestra que el dngulo de desfasaje tiene un valor que varia entre 0°
(para un sélido eldstico, G” = 0) y 90° (para un liquido viscoso, G’ = 0). En este sentido, si el
angulo de desfasaje es un indicador de la presencia de propiedades eldsticas o viscosas de
un fluido, se puede establecer que si el valor de § esta comprendido entre 0°y 45° el fluido
tiene un comportamiento mas elastico que viscoso, o viceversa, cuando § esta comprendido

entre 45°y 90°.

La deformacidn sinusoidal que se impone sobre el fluido y que varia en el transcurso del

tiempo con la frecuencia, puede ser representada por la ecuacién:
— . plwt
Yoy =Yoo € (5)

Donde, (t) vy es la deformacion del material a un tiempo t, 0 y es la amplitud de la
deformacion aplicada, w es la frecuencia (rad/s), t es el tiempo (s) y i es una unidad
imaginaria. Como se menciond anteriormente, el esfuerzo que acompana esta deformacion

presenta en general un desfasaje (6) y viene dado por:

Ty = TO.ei(wt+5) (6)

Donde, Ty es el esfuerzo aplicado a un tiempo ty 1o es el esfuerzo aplicado (Pa). A partir de
las ecuaciones del esfuerzo y de la deformacién a un tiempo t, se define el médulo complejo

de cizallamiento por:

T To- el(@t+8) T . - )
Gr=-"9="20"_— =200 =0 (co55 +i -send) (7)
Y@ Yo'e Yo Yo



Donde G*=G'+i-G", con:
G =2(cosb) (8)
Yo

G’ =22 (send) (9)

Yo

Todas estas propiedades reoldgicas varian con respecto al fluido considerado y a la
temperatura. Ademads, en algunos casos dependen también de la frecuencia (w) de
cizallamiento. Por lo tanto, un fluido puede tener un comportamiento muy viscoso a una

cierta frecuencia o un comportamiento eldstico a otra frecuencia.

Lo que nos permite representar la respuesta del material en la figura 4:

GII (-r

G"

Frecuencia m 57

Figura 4 Respuesta de un material ideal (Modelo de Maxwell) sometido a un ensayo

oscilatorio

Como podemos observar en la figura 4, a bajas frecuencias G” es mayor que G’ lo que
implica que el material se comporta como un liquido. Al aumentar la frecuencia esta
tendencia se invierte y cuando G’ es mayor que G” el material se comportara como un
solido. La frecuencia en la cual G’ y G” se intersectan da lugar al tiempo caracteristico o

tiempo de respuesta del material, el cual profundizaremos mas adelante. Este



III

puede observarse en soluciones acuosas de surfactantes que
)

comportamiento “idea
forman micelas tipo esponja. s
Es interesante observar cual seria el comportamiento de un material real ante el mismo

ensayo oscilatorio, para esto, observemos directamente la figura 5:

&
[Pa) : jff

Frecuenclia m s

Figura 5 Respuesta de un material real sometido a un ensayo oscilatorio ©)

En este caso vemos que el material pasa por multiples transiciones. Inicialmente tenemos la
zona | conocida como la zona de flujo o terminal donde G’ predomina, y tal como habiamos
expresado anteriormente esto indica un comportamiento viscoso, es decir, el material fluye.
Todos los materiales, incluso los sélidos, exhiben esta zona pero en algunos casos la
frecuencia necesaria para ponerla de manifiesto es tan pequeiia que la mayoria de los
instrumentos de medida no pueden determinarla. En esta zona G”” aumenta linealmente con

la frecuencia mientras que G’ lo hace al cuadrado de la frecuencia. )

La zona Il, que es la zona de transicién al flujo recibe este nombre porque si se observa a
partir de frecuencias elevadas, cuando aun G’ > G”, encontraremos el punto de interseccién
entre los mdédulos que marca el comienzo del comportamiento viscoso, el inverso de esta
frecuencia de corte corresponde al tiempo de respuesta del material (A), tal como el que se

calcula por el modelo de Maxwell. ©)
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La zona lll, o zona gomosa, indica la “meseta” exhibida por G’, que puede considerarse
esencialmente constante en ese rango de frecuencia. El comportamiento eldstico predomina
y el material se comporta como un sélido. En algunos casos cuando la pendiente segun la
cual disminuye G” es suficientemente pequefia, es posible considerar que esta zona se

aproxima a un comportamiento viscoeldstico lineal.

La zona IV corresponde a la zona de transicidn vitrea, G”’ comienza a aumentar rapidamente
y se produce otro corte entre los moddulos, lo cual representa un segundo tiempo
caracteristico del material. ©

Finalmente, la zona V corresponde a la region cristalina donde G’ predomina. ©)

En una experiencia tipica usualmente se pueden observar dos zonas de las mencionadas
anteriormente, dependiendo del tiempo de respuesta del material. Sin embargo, existen
sistemas, como las soluciones de poliestireno de bajo peso molecular, donde todas las zonas
estdn bien definidas. Experimentalmente, una manera de visualizar todas las zonas de
comportamiento de un material complejo es aprovechando la dependencia de los mdédulos
G’ y G” con la temperatura, lo que se conoce como el principio de superposicién tiempo-

temperatura. ®

Otros ejemplos tipicos de materiales viscoelasticos incluyen la masa de pan, polimeros

fundidos y geles naturales o artificiales. ©)
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1.2 GELES

Un gel es un semisdlido que contiene un agente gelificante que le proporciona rigidez a la

solucién o dispersion coloidal. (6)

La definicién propuesta en 1993 por Almdal et al, ) que un gel es un sdélido suave, sélido o
material tipo sélido que consiste al menos de dos componentes, uno del cual es un liquido
presente abundantemente. El cardcter eldstico y resistente puede ser observado por el ojo
humano, es consecuencia, en escala de tiempo en segundos, un gel no muestra un flujo bajo
la influencia de su propio peso. La caracteristica de un gel esta definida en términos de dos
mecanismos dindmicos: un maédulo eldstico (o de almacenamiento), G’ (w), que cuando se
grafica con el tiempo (o frecuencia), exhibe una pronunciada meseta extendiéndose por el
tiempo al menos en orden de segundos, y un mdodulo viscoso (o de pérdida), G” (w) que es

considerablemente menor que el médulo eldstico en la regidn de la meseta. (Figura 6). ®

a) b)
| 4 G’
5 e G
g L= g
log frequency log frequency

Figura 6 Espectro mecdnico dindmico tipico de una solucion polimérica (sin
entrecruzamiento se muestra en (a)y entrecruzamiento de un gel polimérico para
comparacion en (b) (8)

Los geles poliméricos son producto del entrecruzamiento de cadenas poliméricas, por la
formaciéon de enlaces covalentes (entrecruzamiento quimico) o enlaces no covalentes

(entrecruzamiento fisico), (Figura 7). (®)
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Figura 7 llustracion esquemdtica de (a) entrecruzamiento quimico (covalente) y (b)
entrecruzamiento fisico (no covalente) en geles poliméricos. Ejemplos de entrecruzamientos
fisicos son (c) formacion de hélice por enlaces de hidrogeno, por ejemplo carragenina y
agares; y (d) quelacion de cationes (), por ejemplo alginatos (®)

1.2.1 Hidrogeles

Un gel es una estructura polimérica entrecruzada, que por accion de un liquido experimenta
hinchamiento permaneciendo insoluble sin perder su forma original. La conservacidn de la
forma es el resultado de un balance entre las fuerzas intermoleculares dispersivas y
cohesivas (dentro de las cuales se incluye la absorcién del disolvente). Si el hinchamiento se
produce por accion del agua se obtienen los denominados hidrogeles. ©) Estos poseen un
caracter hidrofilo debido a la presencia en su estructura molecular de grupos afines al agua
(-OH, -COOH, -CONH,, -CONH, -SO3H), la existencia de una red polimérica los hace insolubles
en agua, y su suavidad y elasticidad se asocian con la hidrofilicidad de los monémeros vy la

densidad de entrecruzamiento. %

La gran mayoria de las investigaciones en el drea de los hidrogeles se ubican dentro de tres
categorias: sintesis y caracterizaciéon del gel, modelamiento tedrico del hinchamiento y
aplicaciones. El desarrollo de estos materiales comenzé en 1960, cuando Wichterle y Lim
publicaron los resultados obtenidos en aplicaciones biomédicas con hidrogeles de poli

(metacrilato de 2-hidroxietilo) y sus derivados. Actualmente, los hidrogeles son ampliamente
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utilizados gracias a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, naturaleza inerte, buenas
propiedades mecdnicas, y resistencia quimica y térmica, siendo particularmente Utiles para

la liberacidon controlada de productos farmacéuticos ) y fertilizantes agricolas. (1)

El gel puede contener particulas suspendidas asi como contener un vehiculo acuoso o
alcohdlico y también un agente gelificante que puede ser un almidén derivado de la
celulosa, carbdmeros, poloxameros, silicatos de aluminio o magnesio, goma de xantana o

silica coloidal, entre otros. (6l

Muchos polimeros tienen una tendencia a formar agregados
en soluciones moderadamente concentradas. Con los cambios de temperatura, las
moléculas de polimero se mueven libremente en una distribucidn espacial al azar en
solucién siendo ligados por entrecruzamientos no-covalentes para la formacién del gel. (2)
@3y (19 Estos geles fisicos que tienen la capacidad de formar, romper y/o modificar los
enlaces responsables de mantener a la red polimérica unida, en funcién de un cambio de
temperatura son llamados geles termorreversibles. A5y (18 Ep gl régimen de viscoelasticidad
lineal (pequefia deformacion) cuando los mddulos elasticos (G’), y viscoso (G”), son
independientes de la frecuencia, (G'>G”), este comportamiento es tipico de geles
“verdaderos”, en donde se muestra una region de meseta del espectro viscoelastico del
material. ' Por otro lado, algunas sustancias pueden fluir facilmente, por lo que no pueden
ser consideradas como geles verdaderos, por lo que se utiliza el término de gel “débil”. (18)
Se consideran geles débiles a aquellos materiales que se encuentran entre el gel verdadero
y soluciones poliméricas o coloidales concentradas que tienen ordenamiento topoldgico de

baja energia y corta duracién. (19)

Muchos polimeros tienen una tendencia a formar agregados en soluciones diluidas o geles
en soluciones moderadamente concentradas, Con los cambios de temperatura, las
moléculas de polimeros se mueven libremente en una distribucién espacial al azar en

. . . . .z 2
solucién siendo ligados por entrecruzamientos no- covalentes para la formacion de gel. %

El punto de gel se define como el instante en el cual la estructura mas grande del polimero
se extienda a través de la muestra entera. El polimero en el punto del gel se llama un “gel
critico” la cual no es una estructura del equilibrio. La red continta creciendo y este proceso

de continuacién de la gelificacidn se conoce como envejecer fisico. En el cual el gel continua
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madurando, y los puntos de vinculacion adicionales se hacen mas fuertes con la difusion y la

reorientacion de las cadenas macromoleculares. (%)

En la transformacién de solucion a gel (también llamado gelificaciéon termoreverso) se puede
repetir muchas veces el punto de gel. Cuando mas alta es la concentracién del polimero en

la solucién, mayor es el nimero de interacciones en la red fisica. (20)

Los geles generalmente se forman a bajas temperaturas, pero existen excepciones que se
comportan de manera inversa, el comportamiento de éstos es formarse a altas
temperaturas y ser liquidos a bajas temperaturas (gelacién inversa). Estos geles son mds
solubles en agua fria que en agua caliente como resultado de un incremento en la
solvatacion vy la formacién de puentes de hidrégenos a bajas temperaturas. En soluciones
acuosas en un intervalo de concentracion entre el 20 y el 30% p/p (en el caso particular de
los poloxdmeros) poseen la caracteristica que los hacen peculiares y es la de presentar la
gelacidn térmica- reversa, es decir que las soluciones en este intervalo de concentraciones
son liquidas a temperaturas entre 4 y 5 °C observandose la formacion de gel a temperatura

ambiente o mayores. %

A bajas temperaturas en solucién acuosa las moléculas del polimero son rodeadas por una
capa de hidratacién. Sin embargo cuando la temperatura se incrementa, las cadenas
hidrofilicas del copolimero se desolvatan como resultado del rompimiento de los puentes
de hidrégeno que habian sido establecidas entre el solvente y estas cadenas. Este fendmeno
favorece las interacciones hidrofébicas entre las regiones, lo que genera la formacion del
gel. Debido a este proceso de deshidratacion, los grupos hidroxilo se vuelven mas accesibles
y se piensa que el gel es de naturaleza micelar. Un liquido micelar es estable a bajas
temperaturas y es transformado en un arreglo cubico si se incrementa la temperatura para
finalmente formar una fase de cilindros hexagonales a temperaturas elevadas. Esto es lo

que sucede en la formacidn de un gel termoreverso. (20)
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Figura 8 Arreglos que pueden presentar el polimero formador de gel al irse incrementando la

temperatura

Varios polimeros biodegradables que se utilizan para la formulacion de geles in situ incluyen
goma de gelano, acido alginico, xiloglucano, pectina, quitosano, poli (acido DLlactico), poli
(DL-lactida-co-glicolida), poloxameros, kollicoat, eudragit y poli-caprolactona. Las
formulaciones poliméricas de geles in situ ofrecen varias ventajas como una accion sostenida
en comparacion con los sistemas convencionales de administracion de farmacos. Desde el
punto de vista de la fabricacidn, la produccidn de tales dispositivos es menos complejo y por

lo tanto disminuye la inversion y costo de fabricacion. (21)

1.3 POLOXAMEROS

Los poloxdmeros son compuestos sintéticos que parten de un bloque de copolimero no
idbnico de polioxietileno-polioxipropileno, este tipo de polimeros se encuentran
micronizados presentando un tamafio de particula aproximado de 50 um, la viscosidad de
los poloxameros se puede ver afectada por la adicién de electrolitos, humectantes,

alcoholes, tensoactivos anidnicos o valores de pH bajos.
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Los copolimeros de tres bloques como son los poloxameros sélidos porosos que tienden a
ser ligeramente elasticos. Los geles fisicos o reversibles como éstos tienen la capacidad de
formar, romper o modificar los enlaces responsables de mantener a la red polimérica unida,
ya que estas redes poseen las propiedades cohesivas de un sélido y las caracteristicas

difusivas de transporte de un liquido.

Las soluciones acuosas de poloxdmero son estables en presencia de acidos, bases e iones
metadlicos. Los poloxameros mas comunmente utilizados incluyen el grado al cual son
solubles con agua y con la designacion “F” en cada uno se refiere a la forma de su hojuela.

Ejemplo: poloxdmero 188 (grado F-68) o el poloxamero 407(grado F-127).

Los poloxameros son mas solubles en agua fria que en agua caliente, como resultado de un
incremento en la solvatacion y de la formaciéon de puentes de hidrogeno a bajas
temperaturas. Soluciones acuosas en un intervalo de concentraciones entre el 20 y el 30%
p/p poseen una caracteristica que los hace peculiares y que es la de presentar la gelaciéon
térmica reversa, es decir que son soluciones en ese intervalo de concentracidon a
temperaturas entre 4 y 5 °C, pero la formacidon de un gel es apreciada a temperatura

ambiente. Este proceso en el que se forma el gel es reversible al enfriar el gel.

A bajas temperaturas en soluciones acuosas, las moléculas de los poloxameros son
rodeadas por una capa de hidratacién, sin embargo cuando la temperatura se incrementa,
las cadenas hidrofilicas del copolimeros se desolvatan como resultado del rompimiento de
los puentes de hidrégeno que habian sido establecidos entre el solvente y estas cadenas
etilénicas. Debido a este proceso de deshidratacion, los grupos hidroxilo se vuelven mas
accesibles y se piensa que el gel es micelar. Un liquido en fase micelar es estable a bajas
temperaturas y es transformado en un arreglo cubico si se incrementa la temperatura, para

finalmente formar una fase de cilindros hexagonales.
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1.3.1 Estructura condensada del poloxamero

(C3sHeO*C,H;0),

1.3.2 Férmula general

HO(C;H40)x (-C3H6O)y (C2H40)x H

1.3.3 Forma estructural

a L -4 d

Figura 9 Estructura del poloxdmero

1.3.4 Usos del poloxamero

Se emplea en la industria farmacéutica para mejorar la disolucién de principios activos,
como agente de recubrimiento de tabletas, como agente de dispersién o lubricante entre
otros. También se emplea para la formacion de geles o en la industria cosmética en los geles

colorantes para el cabello.

1.3.5 Caracteristicas principales

Estos compuestos en si tienen la propiedad de que el material tiene la caracteristica de ser
termoreverso y de gelacion inversa puesto que la maxima viscosidad de estos se da a

temperaturas elevadas entre 60y 75°C.

1.3.5.1 Aspecto

Esta sustancia tiene la forma de microesferas blancas a un ligero amarillo con un débil olor.
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1.3.5.2 Solubilidad

El poloxamero es soluble en agua dandonos una solucion opalescente, es soluble en etanol,
insoluble en éter dietilico y acidos grasos; la solubilidad es selectiva en solventes organicos

por ejemplo, 40% en cloroformo, 20% en acetonitriloy 2% en acetona.

1.4 QUITOSANO

La estructura molecular de la quitina (véase la Figura 10) presenta similitudes con la de la
celulosa; la diferencia entre sus cadenas radica en el segundo carbono, el cual presenta un
grupo acetamida en la quitina y un grupo hidroxilo en la celulosa. (22) Bgsicamente la quitina
es un polimero de cadena lineal formado por poli[B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-

Dglucopiranosa], con un peso molecular alto. (23)

]

Figura 10 Estructura molecular de la quitina

Por otra parte, el quitosano (Figura 11) es el producto parcialmente desacetilado de la
quitina. Es un polisacarido catidénico lineal compuesto por unidades de -(1-4)-2-desoxi-2-

amino-D-glucopiranosa (D-glucosamina) y R-(1-4)-2-desoxi-2-acetamido-D-glucopiranosa

(24)

(Nacetil-D-glucosamina); presenta una configuracion helicoidal tridimensional

estabilizada mediante enlaces de hidrégeno entre los mondmeros que lo forman. (25)
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Figura 11 Estructura molecular del quitosano

La capacidad del quitosano de formar peliculas o soportes ha permitido su aplicacién dentro
de los campos de ingenieria de tejidos y liberacion de farmacos, debido tanto a sus
propiedades mecanicas como a su biodegradacion. 28 | os soportes de quitosano pueden
servir para mantener, reforzar y en algunos casos organizar la regeneracion tisular; como
matriz puede ser utilizada para liberar materiales bioactivos o influenciar directamente el
crecimiento celular. En aplicaciones que involucran cultivo celular se requiere Ia
incorporacion de matrices poliméricas biodegradables, las cuales deben contar con una

microestructura porosa y compatibilidad con las células en crecimiento. ®)

Las condiciones usadas para la desacetilacién determinan el peso molecular del polimero y el
grado de desacetilaciéon (DD). Los grupos amino primarios en la molécula que son reactivos,
proporcionan sitios para una variedad de fijacion grupo lateral empleando condiciones de
reaccion suaves (Fig. 11). Ademas, los rasgos caracteristicos de quitosano tales como ser
catidnico, hemostatico e insolubles a pH alto, se pueden invertir por sulfatacion de la amina
que hace que la molécula sea anidnica y soluble en agua, con la introduccién de propiedades
anticoagulantes. Los grupos laterales unidos en quitosano proporcionan materiales
versatiles con una funcionalidad especifica, alterar las propiedades bioldgicas o modificar las

propiedades fisicas. *”)
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1.4.1 Relacién entre sus propiedades y su estructura

El quitosano tiene su principal diferencia estructural en la proporcion relativa de N- acetyl-p-
glucosamina y residuos de p- glucosamina, que proviene especificamente de los cambios
estructurales. Esta diferencia en la estructura da lugar a varios lotes de quitosano que se
distinguen sobre la base de su DD y peso molecular. El DD y el peso molecular afectan

directamente a las propiedades quimicas y biolégicas del polimero (Tabla 1). (27)

Tabla 1 Relacién entre parametros estructurales y propiedades (27)

Propiedad Caracteristica estructural
Solubilidad ‘MDD

Cristalinidad {4 DD

Biodegradabilidad 4 DD, | Peso molecular
Viscosidad ‘MDD

Biocompatibilidad MDD

Mucoadesion bioldgica DD, 1 Peso molecular
Analgésico MDD

Antimicrobiano DD, Peso molecular
Aumento en los efectos de Permeacion ‘MDD

Antioxidante DD, { Peso molecular
Hemostatico ‘MDD

M Directamente proporcional a la propiedad - | Inversamente proporcional a la propiedad

La quitina es insoluble en la mayoria de disolventes orgdnicos, el quitosano es facilmente
soluble en soluciones acidas diluidas por debajo de pH 6,0, debido a la cuaternizacién de los
grupos amino que tienen un valor de pKa de 6,3 haciendo al quitosano un polielectrolito
cationico soluble en agua. La presencia de los grupos amino indica que el pH altera
sustancialmente el estado de carga y las propiedades del quitosano. A pH bajo, estas aminas
consiguen protonarse y se cargan positivamente y hace del quitosano un polielectrolito
catidnico soluble en agua. Por otra parte, cuando el pH aumenta por encima de 6, las aminas
de quitosano se desprotonan y el polimero pierde su carga y se convierte en insoluble. La

transicion soluble en insoluble se produce en su valor de pKa alrededor de pH entre 6 y 6,5.
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El valor de pKa depende en gran medida el grado de N-deacetilacién, la solubilidad del
quitosano es dependiente del DD y el método de desacetilacion utilizado. Aparte de DD, el
peso molecular es también un parametro importante que afecta significativamente la
solubilidad y otras propiedades. La viscosidad de la solucidon de quitosano aumenta con un
aumento en la concentracion de quitosano, disminucion de la temperatura y con el aumento

del DD. ?”

1.5 KOLLICOAT GRADO MAE

Los grados de Kollicoat MAE comprenden dos tipos que difieren en composicién y forma de
la disponibilidad. Kollicoat MAE 30DP es una dispersion acuosa y Kollicoat MAE 100P un

polvo para la preparacién de dispersiones acuosas o soluciones en disolventes organicos. (28)

1.5.1 Estructura quimica y composicion

La estructura quimica de ambos grados de Kollicoat MAE consiste en un copolimero de acido
metacrilico- acrilato de etilo, los dos mondmeros estan unidos en la relacion molar de 1:1.
Este es un copolimero anidnico que puede ser neutralizado por bases tales como hidréxido
de sodio. La figura 12 ilustra la estructura quimica. El peso molecular medio (Mw) es de

aproximadamente 250.000. (28)

CH,
I
-+ CH, = C—— — —CH,— CH
I I
COOH COOC H,

T —In — —1m

Figura 12 Estructura quimica del polimero Kollicoat grado MAE (28)
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La dispersién acuosa Kollicoat MAE 30DP tiene un contenido de sélidos de 30%. Ademas del
copolimero acido metacrilico-acrilato de etilo, que contiene dos estabilizadores; esta
constelacion impide la sedimentacién y la separacion de los copolimeros. La composicion
exacta se muestra en la Tabla 2. Los componentes grasos de los dos estabilizadores son de

origen vegetal. ®®

Tabla 2 Composicion del Kollicoat MAE 30DP (28)

Componentes Contenido
Copolimero acido metacrilico-acrilato de etilo 27.0%
(1:1)

Polisorbato 80 2.3%
Sulfato lauril de sodio 0.7%
Agua 70%

1.5.2 Solubilidad, miscibilidad, dispersion

Kollicoat MAE 30DP es miscible en agua en cualquier proporcion sin perder su aspecto
lechoso, blanco. Kollicoat MAE 30DP también se disuelve facilmente en una proporcién de
1:5 (v/v) en 2-propanol, etanol y acetona, formando una solucidn clara a ligeramente
opalescente. Cuando se afade inicialmente el disolvente orgdnico, se forma un precipitado,

sin embargo, esta se vuelve a disolver en la adicién de mas disolvente. (28)

1.6 GELES IN SITU

Los farmacos de liberacién controlada y sostenida se han convertido en un estdndar
moderno de disefo farmacéutico y una intensa investigacion en la consecucién de productos
de mejor eficacia, fiabilidad y seguridad. Este interés ha sido impulsado por las ventajas
mostradas por estos sistemas, como la facilidad de administracién y la frecuencia reducida
de administracion, el cumplimiento del paciente y su comodidad. Entre los sistemas de
liberacion modificada pueden considerarse los geles y entre ellos han cobrado gran interés

los de gelificacion in situ. La formacion de éstos depende de factores como la modulacién de
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la temperatura, cambio de pH, presencia de iones e irradiacidn ultravioleta. Asi, se logra que
se libere el farmaco de una manera sostenida y controlada. 1 | as soluciones gue se
someten a transformaciones sol-gel cuando rednen las condiciones fisioldgicas pueden servir
como un sistema de suministro de farmaco de gelificacion in situ, es decir, una formulacién
inyectable parenteral que se transforma en un sistema de administracion de farmacos en gel
en condiciones fisioldgicas. Las alteraciones en el pH, fuerza idnica, disolvente o
temperatura, pueden afectar la gelificacidn. La formacién de complejos sistemas gelificantes
in situ utilizando polietilenglicol (PEG), acido polimetacrilico (PMA) o acido poliacrilico (PAA),
quitosano, poloxameros, etc; como un sistema de suministro de fdrmacos inyectables es un
sistema posible. A pH bajo, la solubilidad acuosa del complejo es minimo, pero una solucidn
viscosa clara se obtiene cuando una pequena cantidad de etanol se afiade. Cuando esta
solucidon que contiene un farmaco modelo se inyecta en el medio fisiolégico, la gelificaciéon
se inicia por una membrana formada alrededor del liquido inyectado causada por difusién
de etanol y la infusion de liquidos. Como el tiempo avanza, el complejo se disocia en sus
constituyentes polimeros solubles en agua, liberando el fdrmaco atrapado en el gel. Estos

polimeros seran excretados por via renal debido a su bajo peso y alta solubilidad en agua. (29)

Existen diversos mecanismos definidos en términos generales que provocan la formacion de
gel in situ de biomateriales: Estimulos fisioldgicos (por ejemplo, temperatura y pH), cambios
fisicos en biomateriales (por ejemplo, intercambio de disolvente e hinchamiento), reacciones

quimicas (por ejemplo enzimaticos, quimicos y polimerizacién foto-iniciada). (21)

1.6.1 Formacidn In situ basada en estimulaciones fisioldgicas

1.6.1.1 Temperatura

La sensibilidad a la temperatura de los hidrogeles es probablemente la clase mas estudiada.
El uso de biomaterial cuyas transiciones de sol-gel se activa por aumento de la temperatura
es una forma atractiva de acercarse a la formacion in situ. El intervalo de temperatura critico
ideal es el correspondiente a la temperatura ambiente y fisiolégica, de tal manera que la
manipulacion clinica se facilite y ninguna fuente externa de calor distinta sea necesaria para

activar la gelificacion. (21)
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Por conveniencia, los hidrogeles sensibles a la temperatura se clasifican en termosensibles
negativos, termosensibles positivos y geles termorreversibles. Los hidrogeles termosensibles
negativos tienen una temperatura critica de solucion baja (LCST) y se contrae al momento de
calentarse por encima de LCST. Los polimeros con baja temperatura critica (LCST) presentan
una transicién entre la temperatura ambiente y la fisioldgica. Uno de los polimeros mas
utilizado e investigado que presenta una LCST de transicién util es
poly(Nisopropylacrynide)(PNIPAAm). Los hidrogeles termosensibles positivos tienen una
temperatura de solucién critica superior (UCST). La contraccién del hidrogel se da cuando se
pone a enfriar por debajo de la UCST. Los polimeros empleados son poli (acido acrilico) (PAA)
y policrilamida (PAAm), etc; tienen una dependencia positiva a la temperatura de

hinchamiento. %

Los geles mas comunmente utilizados son los termorreversibles, entre otros, pueden ser
preparados a partir de poli (6xido de etileno)-b-poli (6xido de propileno)-b-poli (6xido de
etileno) (Pluronics ®, Tetronics ®, poloxamero). La solucidon de polimero es un liquido a
temperatura ambiente y geles a la temperatura corporal. 29 cuando se inyecta como una
soluciéon en el cuerpo, el material forma un gel firme y estable dentro de minutos. Se
mantiene en el sitio de la inyeccidn y proporciona tiempos de absorcién de menos de una
semana a varios meses. Tal sistema seria facil de administrar en la cavidad corporal

deseada. ®°)

1.6.1.2 pH

Otra formacién de gel In situ basada en estimulos fisioldgicos es la formacion de gel inducida
por cambio en el pH. Todos los polimeros sensibles al pH contienen grupos acidos o basicos
gue o bien aceptan o liberan protones en respuesta a cambios en el pH del medio ambiente.
Los polimeros con un gran numero de grupos ionizables son conocidos como poli
electrolitos. El hinchamiento de hidrogel aumenta a medida que aumenta el pH externo en
el caso de grupos débilmente acidos (anidnicos), pero disminuye si el polimero contiene
grupos débilmente basicos (catidnicos). @Y Las mezclas de poli (dcido metacrilico) (PMA) y

polietilenglicol (PEG) han sido usadas como sistemas de gelacién sensibles al pH. (52)
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1.6.1.3 Formacion in situ basada en un mecanismo fisico -Hinchamiento-

La formacioén in situ también se puede producir cuando el material absorbe el agua de los
alrededores del ambiente y se expande en el espacio deseado. (52) Algunas sustancias

empleadas son el myverol 18-99 (glicerol mono-oleato). (33)

1.6.1.4 Difusion

Este método implica la difusién del disolvente de la solucién de polimero en el tejido
circundante y los resultados de la precipitacion o la solidificacion de la matriz de polimero

(29). N-metilpirrolidona (NMP) ha sido usado para este tipo de sistemas. (34)

1.6.2 Formacion in situ basada en reacciones quimicas

Las reacciones quimicas que produce la gelificacién in situ pueden implicar la precipitacién
de sélidos inorgdnicos de soluciones idnicas sobresaturadas, procesos enzimaticos vy

procesos foto-iniciados. (29)

1.6.3 Reticulacién idnica

Los polimeros pueden experimentar una transiciéon de fase en presencia de varios iones.
Mientras a-carragenina forma geles rigidos y quebradizos en respuesta de una pequefia

. + . s e . . . 2+
cantidad de K’, a-carragenina forma geles elasticos principalmente en presencia de Ca“".
Goma xantana es un polisacdrido aniénico que se somete en gelificacion in situ en la

presencia de cationes mono-y divalentes, incluyendo Ca**, Mg?*, K*y Na*, ©%

1.6.4 Entrecruzamiento enzimatico

La formacidn in situ catalizada por enzimas naturales no se ha investigado ampliamente,
pero parece tener algunas ventajas sobre los enfoques quimicos y fotoquimicos. Por
ejemplo, un proceso enzimatico opera de manera eficiente en condiciones fisiolégicas sin

necesidad de productos quimicos potencialmente dafinos, tales como mondmeros e
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iniciadores. Polimeros catidnicos sensibles al pH que contienen insulina y glucosa oxidasa
inmovilizada puede hincharse en respuesta al nivel de glucosa en sangre liberando la insulina
atrapado en una manera pulsatil. Un ajuste en la cantidad de enzima también proporciona
un mecanismo conveniente para controlar la velocidad de formacién de gel, que permite a

. . 4
las mezclas ser inyectadas antes de la formacidn de gel. (34)

1.6.5 Foto-polimerizacién

La foto-polimerizacion se utiliza comunmente para la formacion in situ de los biomateriales.
Una solucion de mondmeros o macromeros reactivo y el iniciador se puede inyectar en un
sitio de tejidos y la aplicacién de la radiacidn electromagnética se usa para formar gel. Estos
sistemas se pueden disenar facilmente para ser degradados por procesos quimicos o
enzimaticos. Las foto-reacciones proporcionan tasas rapidas de polimerizaciéon a
temperatura fisioldgica. Ademas, los sistemas se colocan facilmente en volimenes en forma
de complejos que conducen a la formacién de un implante. La quetona, tal es 2,2 dimetoxi-
2-fenil acetofenona, es usada para la polimerizacién foto inicializada con UV. Estos sistemas

pueden ser degradados por procesos enzimaticos, etc. 34

1.7 PROGESTERONA

La progesterona, hormona progestacional fisioldgica, es un derivado de pregnano y
guimicamente relacionado con los corticosteroides, sélo se diferencia de la corticosterona

por un grupo hidroxilo que falta en el C-21. (35)

O

Figura 13 Estructura de la progesterona
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La actividad progestacional de la progesterona se debe principalmente a que inicia el cambio
de la fase proliferativa a la fase secretora del Utero, disminuye la formaciéon de moco en el
cuello uterino y el aumento de viscosidad de la mucosidad cervical, inhibe la liberacién de LH
de la pituitaria y, por lo tanto, inhibe la ovulacion, aumenta la temperatura basal del cuerpo

y mantiene el embarazo en dosis altas, la progesterona también tiene efectos catabdlicos. (35)

La progesterona tiene una duracién relativamente corta de actividad después de la
administracién parenteral y poca actividad después de una administracion oral. En plasma la

vida media es de aproximadamente 20 minutos. (33)

1.8 APLICACION DE LOS GELES DE PROGESTERONA EN BOVINOS

1.8.1 Proceso reproductivo de bovinos

El proceso reproductivo constituye la esencia de la renovacién biolégica en todas las
especies. Una alta eficiencia reproductiva es requisito indispensable para el uso econémico,
tanto de la ganaderia lechera como de la carne. La baja eficiencia reproductora se traduce
en mermas directas en la produccion lactea y cosecha de becerrada, e indirectamente en la
produccién anual de carne (menos becerros destetados). El proceso reproductivo esta
regulado por el sistema endocrino e influenciado fuertemente por las condiciones

ambientales en que se desenvuelven los animales. (s6)

Una efectiva sincronizacién del celo ha sido la meta de muchos investigadores desde que la
técnica de inseminacion artificial esta disponible. La administracion de prostaglandina es el
método mas comunmente utilizado para la sincronizacién de celo. Sin embargo, la deteccién
de celo lleva mucho tiempo y mano de obra, depende de las influencias ambientales (Ej., mal
piso e inclemencias climaticas) y suele ser ineficiente e imprecisa. Por lo tanto, en los ultimos
afos se han desarrollado muchos protocolos para minimizar la necesidad de la deteccion de
celos. El uso de progestagenos ha sido usado para extender la fase lutea, resultando en
mayor cantidad de animales detectados en celos en un periodo mas corto pero con menor

fertilidad. ®”
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1.8.2 Elciclo estral

Los foliculos ovaricos en bovinos crecen en ondas (Fig. 8). Una onda folicular consiste en la
emergencia sincrénica de un grupo de foliculos antrales con un didmetro de 4-5 mm. Un
foliculo (dominante) se selecciona mientras el resto de los foliculos (subordinados) se
vuelven atrésicos. ) Los ciclos estrales en bovinos estdn compuestos de 2 6 3 ondas
foliculares. Tanto en ciclos de 2 ondas como en los de 3, la emergencia de la primera onda
folicular ocurre el dia de la ovulacién (dia 0). En ciclos de 2 ondas, la segunda onda emerge
los dias 9 6 10. En ciclos de 3 ondas, la segunda onda emerge los dias 8 6 9 y la tercera onda
emerge los dias 15 6 16. El ciclo estral tiene una duracién entre 20y 23 dias en ciclosde 2y 3
ondas respectivamente (por lo tanto, la duracién “promedio” del ciclo de 21 dias no es muy
comun). El foliculo dominante presente al momento de la lutedlisis se convierte en el
foliculo ovulatorio y la emergencia de la siguiente onda folicular se retrasa hasta la préoxima

ovulacién. &7

re-

12 onda ) 23 onda

. desamollo folicular | desarrollo folicular

o
® : Prostaglandina

Pico

de FS
Estro

18200 2 4 5 6 7 8 9 10 12 14 i6 18 20 21
Dias del ciclo

Adaptado. Fuente: T, Joel Hernandez Cerén y MVZ Victor Manuel Martinez Torres,
Figura 14 Ciclo estral en bovinos (36)
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El reclutamiento de ondas foliculares y la seleccion de un foliculo dominante se realizan
sobre la base de la respuesta diferencial a la FSH y la LH (Ginther et al., 1996). Los picos en
las concentraciones de FSH en plasma (Adams et al., 1992) son seguidas, 1 é 2dias mas
tarde, con la emergencia de una nueva onda folicular. Luego la FSH es suprimida por
productos de los foliculos en crecimiento (Ej. estradiol e inhibina). Encada onda, el foliculo
que primero adquiere receptores de LH se convierte en el foliculo dominante, mientras que
los subordinados (que siguen dependiendo de la FSH) sufren atresia (Adams et al., 1993;
Adams, 1998). La supresion de la LH, como consecuencia de la secrecidn de progesterona del
cuerpo luteo (CL) termina causando que el foliculo dominante interrumpa sus actividades
metabdlicas lo cual lleva a la regresion, a un nuevo pico de FSH y a la emergencia de una
nueva onda folicular. La regresién luteal permite que aumente la frecuencia de pulsos de LH.
El crecimiento del foliculo dominante aumenta y se eleva la concentracién de estradiol lo
cual resulta en una retroalimentacion positiva del eje hipotalamico hipofisiario, un pico de

LH y la ovulacion. (36)

1.8.3 Presentaciones comerciales

Existen liberadores subcutaneos de progestagenos (que es una sustancia de accion similar a
la progesterona que favorece el curso normal de la gestacion) por ejemplo los productos que
comercialmente se denominan “CRESTAR®” Y “SINCROMATE®” a través de implantes
combinados con soluciones inyectables que comprenden los compuestos de “norgestomet”
y “valerato de estradiol”, existen otros productos como el denominado comercialmente
“CIDR®” el cual libera en forma prolongada progesterona basado en un resorte de silicdn
impregnado de progesterona de aplicacion vaginal y las funciones para las que se
recomiendan en la sincronizacién de celos y no para favorecer la fertilidad. Existen también
otros implantes de progesterona y estradiol de aplicacién subcutanea “SYNOVEX B®” usados
para la engorda de ganado bovino. Los implantes subcutdneos actuales con progestagenos y
el liberador de silicon con progesterona intravaginal tiene como funcién la sincronizacién o
se usan incluso hasta para la induccién del celo en vacas, mas no como favorecedores de la
fertilidad.

También hay soluciones de Progesterona, “PROGESTERONA®” que se aplican a los animales,

pero no presentan una liberacién prolongada durante dias de la sustancia activa, es decir, la
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liberan en forma normal con circulacién en niveles plasmaticos de 12 a 24 hrs. Otros
productos en el mercado con progesterona inyectable combinada con vitaminas,
“PROGESVIT A-E®”, “PROGESTYN®” Y “PROGESVIT A-E®” que se aplican a los animales, sin
liberacion prolongada a mas de 24 hrs.

Existen también diversas aplicaciones veterinarias vaginales de liberacion prolongada de
progesterona, como son resortes de silicon impregnados de progesterona “CIDR-B®” o
esponjas vaginales impregnadas también de progestdagenos “CHRONO GEST®” que son
utilizadas en la especie de ovinos y cabras para la sincronizacion de celos de las hembras en
las que se aplican, pero la diferencia es que no son comprimidos y son utilizados para

diferentes actividades zootécnicas de las que se utilizan los comprimidos.

1.9 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA

La cromatografia es una antigua técnica instrumental que ha evolucionado enormemente en
los ultimos afos, principalmente a partir de la década de los setenta, con lo que,
inicialmente concebida como método de separacion, ha llegado a convertirse en una fuente
inagotable de métodos de analisis. Pocos métodos de analisis quimico son tan especificos
para un analito en particular, ya que tanto las fases previas de extraccion como los

procedimientos cromatograficos son llevados a cabo en funcion del tipo de molécula. (8)

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es una técnica analitica extensamente usada
en la industria. Es usada para separar y analizar los componentes a través de la transferencia
de masa del analito entre la fase estacionaria y la fase mdvil. Esta técnica es utilizada en

distintas actividades, como analisis de comida, farmacos y agroquimicos.

La técnica de HPLC utiliza como fase moévil un liquido que separa los componentes de la
mezcla. Los componentes primero son disueltos en un solvente y después forzado a fluir
(fase movil) a través de la columna (fase estacionaria) bajo condiciones de alta presion. La
interaccion del soluto con la fase mdvil y estacionaria pueden ser manipuladas a través de
diferentes elecciones de solventes y fases estacionarias. Las unidades individuales que

forman un sistema cromatografica de HPLC son mostradas en la figura 15. (39)
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!
To Waste Ultra-Violet detector

Figura 15 Diagrama de un cromatdgrafo HPLC con detector UV

(39)

El proceso cromatografico contempla la separacion de los componentes de una mezcla, para
ello, una muestra de la mezcla (o el extracto de una muestra) sera disuelta en una fase movil
(en este caso un liquido). La fase mdévil es impulsada a través de una fase inmdévil, que debe
ser inmiscible con ella, a la que se conoce como fase estacionaria, y que puede ser sélida o
liguida (cromatografia liquido-sélido o cromatografia liquido-liquido —el liquido puede estar
embebido o unido a particulas sélidas-). Las fases son escogidas de tal forma que los
componentes de las muestras presenten diferencias en cuanto a sus propiedades
fisicoquimicas (solubilidad, tamafio, fuerza idnica, polaridad, afinidad, etc.) para cada fase.
Las interacciones quimicas entre la fase mdvil y la muestra, y entre la muestra y la fase
estacionaria, determinan el grado de migracién y separacién de los compuestos contenidos
en la muestra. Un componente que interactie mas con la fase estacionaria realizard un
"viaje" mas largo a través de ella que otro componente que tenga mas interaccién con la
fase movil. Como resultado de estas diferencias en la movilidad de los componentes de una

muestra estos se separaran uno de otro. %

En la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, High Performance Liquid Chromatography)

la muestra es inyectada en el seno de la fase movil, donde es soluble, y es transportada a
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través de una columna por el flujo continuo de fase mavil a alta presion. La fase estacionaria
estd formada por particulas de pequefio didmetro, por tanto, con una gran superficie de
interaccion, contenidas en la columna. Este proceso cinético es conocido con el nombre de
elucién. La velocidad a la que un analito se mueve a través de la columna, con respecto a los
demads presentes en la mezcla, estd determinada por el tiempo que permanece en la fase

moévil. %8

1.9.1 Aplicaciones (38)

La HPLC se puede utilizar como técnica preparativa y como técnica analitica, permitiendo la
purificaciéon, identificacion y cuantificaciéon del analito deseado. La elecciéon de la fase
estacionaria y la fase movil, del flujo al que se va a impulsar la fase movil a través de la fase
estacionaria e incluso de la temperatura a la que se va a realizar la cromatografia, permitiran

una correcta separacion del analito de otros compuestos.

Cada componente de una solucién tiene unas caracteristicas determinadas bajo ciertas
condiciones cromatograficas, y debe conseguirse que la migraciéon del componente y de los
contaminantes a través de la columna sea lo suficientemente distinta para que dicho
compuesto sea separado de los demas del extracto, para permitir su posterior identificacion

y cuantificacion. A este proceso se le denomina purificacion.

La identificacion de compuestos es la parte mas importante de muchos trabajos en HPLC.
Para identificar compuestos se debe seleccionar un sistema de deteccion que mida
diferentes propiedades fisico-quimicas de la molécula. Entra en juego el tipo de separacion y
la naturaleza de la deteccidn, sea absorbancia, conductividad, fluorescencia, relacion
masa/carga, etc.

En la cromatografia liquida, la fase movil eluye de la columna durante un tiempo
determinado conteniendo cantidades muy diferentes de solutos que pasan a través de un
sistema de deteccidn. El instrumento detecta la presencia del soluto que es convertida en
una sefal eléctrica y ésta puede ser tratada por un procesador de datos. Se representa la
senal obtenida frente al tiempo o al volumen de elucidn, y al grafico obtenido se le conoce

como cromatograma. Los solutos se representan graficamente como una serie de picos que
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pueden identificarse por su anchura, altura o drea. Para la cuantificacién de compuestos se
utiliza la sefal del detector haciendo que sea proporcional a la cantidad o a la concentracion

inyectada de analito.

Es preciso confeccionar previamente una curva de calibracidon para establecer el factor de
respuesta como la pendiente de la medida del detector frente a las concentraciones de los
calibradores. Para ello se realiza la inyeccidon de una serie de soluciones del compuesto con
concentraciones conocidas para su deteccion. Los cromatogramas obtenidos muestran una
serie de picos cuyas areas se correlacionan con la concentracién del compuesto inyectado.
Se puede también trabajar con estandarizacion interna donde, tanto a los compuestos con
concentraciones conocidas como a las muestras a cuantificar, se les afiade una cantidad
conocida de un segundo compuesto conocido como estandar interno. El area del estandar
interno sirve para estandarizar puesto que las pérdidas sufridas durante todo el proceso
analitico (extraccidon, cromatografia, etc.) son constantes para todos los compuestos. La
representacién de la relacion del area o la altura del analito respecto a la del estandar
interno frente a la concentracion del analito proporciona una curva de calibracién que
corrige las pérdidas analiticas.

1.9.2 Tipos de cromatografia (8)

El tipo de cromatografia en HPLC viene determinado por la fase mévil y, fundamentalmente,
por la fase estacionaria. Existen diferentes tipos de fase estacionaria disponibles en forma de
soportes de distintos materiales (polimeros, carbdn, hidroxiapatita, agarosa o silica)
contenidos en una columna. Pueden ser de diferentes tamafios, didmetros, tamarnos de
poro, o que tengan unidos diferentes compuestos activos (antigenos, anticuerpos, grupos

quimicos, grupos polares).

1.9.2.1 Liquido-Sélido

Se basa en la polaridad. Los compuestos que poseen grupos funcionales capaces de producir

enlaces fuertes de hidrogeno se uniran mas fuertemente a la fase estacionaria que los
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compuestos menos polares. Asi, los compuestos menos polares eluiran de la columna mas

rapidamente que los altamente polares.

1.9.2.2 Liquido-Liquido

También se basa en la polaridad. Sin embargo, esta técnica es mds apropiada para muestras
de mediana polaridad que son solubles en disolventes de débil polaridad a polares
orgdnicos. La separacion de noelectrolitos se consigue teniendo en cuenta las polaridades de
muestra y fase estacionaria y usando una fase moévil que posea una polaridad

marcadamente diferente.

1.9.2.3 Filtracién en gel

Se basa en el tamaiio molecular de los compuestos que van a ser analizados. La fase
estacionaria estd formada por particulas porosas (silica, no-silica). Los componentes de
mayor tamano seran excluidos del interior de las bolas y asi eluiran primero. Los compuestos
mas pequefios podran entrar en las particulas y eluirdn de acuerdo con su capacidad para

salir de los poros en los que fueron internados.

1.9.2.4 Fase normal

Se basa en la hidrofilia y la lipofilia usando una fase estacionaria polar y una fase movil
menos polar. Asi, los compuestos hidrofébicos eluyen mas rapidamente que los hidrofilicos.
La fase estd constituida por una matriz de silica a la que se unen grupos silanol, amino y

nitrilo que le confieren polaridad relativa respecto a la fase moévil.

1.9.2.5 Fase reversa

También se basa en la hidrofilia y la lipofilia. La fase estacionaria consiste en una matriz de
silica empacada que lleva unida covalentemente una cadena alquilica de carbonos (por
ejemplo, C-8 significa que se incorpora una cadena octil y C-18 una octadecil). La mas

hidrofdbica es, en este caso, la fase estacionaria, eluyendo los compuestos hidrofilicos mas
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rapidamente que los hidrofébicos, que interaccionan con la fase estacionaria. También hay
empaguetamientos poliméricos alternativos a la silice que ofrecen similares caracteristicas
con mayor resistencia dindmica y mas amplio rango de estabilidad de pH. Existen dos

variantes de la cromatografia en fase reversa:

1.9.2.6 Supresién idnica

Se utiliza modificando el pH de la fase mévil para acidos y bases débiles, de forma que el
analito pasa a ser mas lipofilo y se mejora la separacién porque se establece mas interaccién

con la columna.

1.9.2.7 Formacién de pares idnicos

Se utiliza para compuestos que tienen grupos funcionales biolégicos que serdn unidos a un
contraiéon. El contraidn se asocia al analito y lo desplaza del par iénico normal
(corrientemente Na* o CI') mejorando su hidrofobicidad. Para analitos catidnicos se utilizan

grupos alquil o aril sulfonatos y para analitos anidnicos aminas cuaternarias.

1.9.2.8 De Intercambio idnico

Se basa en el intercambio selectivo de iones de la muestra por sus diferencias en signo y
magnitud de carga idnica frente a los contraiones de la fase estacionaria. Se trata de
columnas que contienen grupos funcionales que soportan cargas unidos a una matriz
polimérica. Los iones funcionales estdn permanentemente unidos a la columna y cada uno
tiene su contraién unido. La muestra es retenida porque reemplaza los contraiones de la
fase estacionaria con sus propios iones. La muestra es eluida de la columna por cambio en
las propiedades (pH, fuerza idnica) de la fase movil, haciendo que esta desplace los iones de

la muestra de la fase estacionaria.
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1.9.2.9 Afinidad

Usa biomoléculas inmovilizadas que tienen una afinidad especifica hacia el compuesto de
interés. La separacion ocurre cuando la fase moévil y la muestra pasan a través de la fase
estacionaria. El compuesto o compuestos de interés de la muestra son retenidos mientras el
resto de las impurezas y la fase mévil pasa a través. Los compuestos son luego eluidos

cambiando las condiciones de la fase mavil (fuerza idnica, pH, sustancias caotrdpicas).

1.9.3 Elucién®®

En funcidon de la composicion de la fase movil inyectada a la columna, la elucion de
moléculas puede ser de dos tipos: isocratica y en gradiente. También existen casos en los
gue se cambia totalmente la fase movil en el transcurso de la cromatografia y se conoce

como elucion politiptica.

1.9.3.1 Eluciodn isocratica

Los compuestos eluyen usando una fase movil de composicidon constante durante toda la
cromatografia. Todos los compuestos acaban migrando a través de la columna hasta el final.
Sin embargo, cada uno migra con una velocidad diferente, resultando en una relacion de
elucion mas rapida o mas lenta. Este tipo de elucion es bastante simple y barato, pero la
resolucion de algunos compuestos es cuestionable y el eluido puede no ser obtenido en un

plazo de tiempo adecuado.

1.9.3.2 Elucién en gradiente

Los diferentes compuestos son eluidos modificando gradualmente la composicién de la fase
movil durante el transcurso de la cromatografia (aumentando la fuerza idnica, modificando
la polaridad, etc.). El resultado sobre la elucién es un acortamiento de los tiempos de
retencion, el factor de retencion disminuye conforme aumenta la variacion de flujo del
gradiente y el compuesto eluye. Este gradiente puede llevarse a cabo de forma lineal o

escalonada o linealmente escalonada.
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1.10 FLUORESCENCIA

1.10.1 El proceso de fluorescencia

La fluorescencia es el resultado de un proceso de tres etapas que se produce en ciertas
moléculas (generalmente hidrocarburos poliaromaticos o heterociclos) llamados fluoréforos
o colorantes fluorescentes. Una sonda fluorescente es un fluoréforo disefado para
localizarse dentro de una region especifica de una muestra biolégica o para responder a un
estimulo especifico. El proceso responsable de la fluorescencia de sondas fluorescentes y

otros fluoréforos se ilustra mediante un diagrama electrénico de estado sencillo (diagrama

de Jablonski) se muestra en la Figura 16.
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Figura 16 Diagrama de Jablonski que ilustra los procesos implicados en la creacion de un
estado singuelete electronico excitado por absorcion dptica y la posterior emision de
fluorescencia.

1.10.1.1 Etapa 1: Excitacion

Un fotdn de energia hv gx es suministrada por una fuente externa tal como una ldmpara
incandescente o un laser y es absorbida por el fluoréforo, dando la creacion de un estado
electronico excitado singulete (S;'). En proceso se distingue la fluorescencia de

guimioluminiscencia, en la que el estado excitado es creado por una reaccién quimica.

38



1.10.1.2 Etapa 2: Estado de vida excitado

Existe el estado excitado por un tiempo determinado (habitualmente segundos 1-10 x 107).
Durante este tiempo, el fluordforo sufre cambios conformacionales y esta también sujeto a
una multitud de posibles interacciones con su entorno molecular. Estos procesos tienen dos
consecuencias importantes. En primer lugar, la energia de S;' es parcialmente disipada,
produciendo un estado excitado singulete relajado (S1) desde el que se origina la emisién de
fluorescencia. En segundo lugar, no todas las moléculas inicialmente excitadas por absorcién
(Etapa 1) regresan al estado fundamental (basal) (Sp) por la emisién de fluorescencia. El
rendimiento cuantico de fluorescencia, que es la relacion del nimero de fotones de
fluorescencia emitidos (Etapa 3) al nimero de fotones absorbidos (Etapa 1), es una medida

de la eficiencia de la fluorescencia en competencia con estos otros procesos.

1.10.1.3 Etapa 3: Emision de fluorescencia

Un fotdn de energia hv ¢y se emite, volviendo el fluoréforo a su estado basal So. Debido a la
disipacion de energia durante el tiempo de vida del estado excitado, la energia de este fotén
es menor, y por lo tanto de mayor longitud de onda, que la excitacién del fotédn hv . La
diferencia en la energia o longitud de onda representada por (hv gx - hv gv) se denomina
desplazamiento de Stokes. El desplazamiento de Stokes es fundamental para la sensibilidad
de las técnicas de fluorescencia, ya que permite que fotones de emisidon sean detectados
contra un fondo bajo, aislado a partir de los fotones de excitaciéon. En contraste, la
espectrofotometria de absorcién requiere la medicién de la luz transmitida con respecto a

los altos niveles de luz incidente en la misma longitud de onda.

1.10.2 Analogos fluorescentes de moléculas bioactivas

La utilizaciéon de andlogos y derivados fluorescentes de substancias bioactivas
facilitan considerablemente el estudio de sistemas y procesos biolégicos complejos. Gracias
al reciente desarrollo de las técnicas analiticas y de los métodos espectroscdpicos basados
en la fluorescencia, es posible detectar un pequefio niUmero de moléculas sin apenas alterar

el medio biolégico de observacion. 9“4V
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El uso de ligandos fluorescentes en la investigacion de los mecanismos de accion
biolégica se fundamenta en un conjunto de caracteristicas especificas del método, entre las
gue destacan:

. Elevada sensibilidad y selectividad.

° Compatibilidad con los sistemas bioldgicos y las condiciones fisioldgicas, en

términos de disoluciones acuosas, presencia de sales, temperatura, concentracién, etc.

. Posibilidad de obtener imagenes con una considerable resolucién espacial.
° Resolucién temporal desde los picosegundos hasta las fracciones de segundo.
° Posibilidad de detectar propiedades del entorno molecular mediante cambios

en parametros espectroscépicos.
° Posibilidad de determinar la concentracion de ligando en el interior celular o

en organulos especificos, utilizando su coeficiente de absorcién.

Ademas, los ligandos fluorescentes permiten obtener informacidon del complejo
ligando (fluorescente)-receptor en el equilibrio. Esto se debe a la gran sensibilidad del
método experimental, que permite cuantificar las diferentes especies que intervienen en
dicho equilibrio. De este modo es posible medir la afinidad de los receptores por el ligando
fluorescente y, ademads, calcular la afinidad de otros ligandos mediante experimentos de

competicién. *?

1.10.3 Unién covalente de etiquetas fluorescentes

Un farmaco puede hacerse fluorescente mediante la unidén covalente de compuestos
fluorescentes funcionalizados (etiquetas), utilizando reacciones conocidas y bien
experimentadas, que transcurran en condiciones poco agresivas y con muy buenos
rendimientos. En este caso, el anclaje de las etiquetas fluorescentes se lleva a cabo a través
de grupos funcionales ya presentes en el farmaco (p. ej. amino primario, tiol, alcohol,
cetona, carboxilo) o que se introducen en su estructura previamente. En el esquema 1 se

muestran las reacciones mas comunes para este tipo de etiquetado. (“2)
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Union covalente a grupos amino primario
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Esquema 1 Reacciones de los grupos funcionales amino, dcido carboxilico, tiol, alcohol, y
cetona utilizadas para la introduccion de grupos fluorescentes. R1: grupo fluordforo; R2 y R3:

resto del compuesto bioactivo “2)

Actualmente se dispone comercialmente de etiquetas fluorescentes especificas “3) para una
gran diversidad de grupos funcionales, aunque obviamente la eficiencia de la reaccién de
etiquetado fluorescente no garantiza el mantenimiento de la bioactividad del compuesto
original, que depende de factores quimicos y fisicos muchas veces poco, o nada, conocidos.
En realidad, frecuentemente se encuentra que el etiquetado fluorescente da lugar a un
derivado sin la bioactividad del farmaco original, sobre todo si éste es de reducidas
dimensiones, lo que impide su utilizacidn posterior. Entre las etiquetas fluorescentes mas
utilizadas se encuentran los que poseen el nucleo de 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indaceno (colorantes dipirrometeno.BF2, de nombre genérico BODIPYs), fluoresceinas,
rodaminas, cumarinas, dansilo (5-N,N-dimetilamino-1-naftalensulfonilo), cianinas, NBD (7-

nitrobenzo-[2,3-d]-2-oxa-1,3-diazol), etc. (42)
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1.11 EL CROMOFORO BODIPY: ESTRUCTURA, PROPIEDADES ESPECTROSCOPICAS Y
APLICACIONES

1.11.1 Estructura basica

Entre la gran variedad de croméforos conocidos, el grupo difluoroborodipirrometeno
(BODIPY) esta aceptado como uno de los mas utiles para el disefo de sondas y etiquetas
fluorescentes, gracias a sus favorables propiedades espectroscépicas y a su lipofilia. El
primer miembro de esta familia de colorantes fue descubierto por casualidad por Treibs y
Kreuzer en 1968. ** Sin embargo, hasta el final de los 80 no se retomd el estudio y las
aplicaciones de estos colorantes. ' Desde entonces, el uso de este grupo en diversas
aplicaciones se ha incrementado de manera exponencial. Muchos compuestos de esta
familia se comercializan como sondas para el etiquetado de una gran variedad de moléculas
de interés biologico bajo el nombre de BODIPY, convirtiéndose en un sustituto mas

fotoestable de la fluoresceina.

El sistema de numeracién IUPAC para el grupo BODIPY es diferente del utilizado para los

dipirrometenos. Ademas, por analogia con las porfirinas, en el grupo BODIPY las posiciones

3y 5 se llaman a, y la 8 meso. (Figura 10). 42

mesd
3"/ 5
7 1 3 7
—= . \ *=-.._4 _“_“-5 W
CANY 2 2 N 8
N4 N=/ NH Nx=
BODIPY s F,B\F 3™, Dipirrometeno ' 0 11 °

Figura 10 Estructura y numeracion del nucleo BODIPY y de su dipirrometeno precursor “2)

El esqueleto basico de BODIPY no se conoce, ya que al carecer de sustituyentes reacciona
facilmente con muchos electréfilos. Sin embargo, se conoce el correspondiente
dipirrometeno precursor, aunque se descompone a temperaturas superiores a -30 ¢ -40 eC
(46). Tampoco se conocen los otros tres compuestos de la Figura 11, lo que refleja las

limitaciones sintéticas existentes para las estructuras mas simples del grupo BODIPY.
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Figura 11 Algunos BODIPYs desconocidos

1.11.2 Propiedades espectroscépicas del croméforo BODIPY

Una de las caracteristicas mas importantes del cromdéforo BODIPY consiste en que es posible
variar sus propiedades espectroscépicas con relativa facilidad, modificando los
sustituyentes. Los compuestos que incorporan el grupo BODIPY presentan en sus espectros
de absorcidon y de emisidn bandas en la zona del visible generalmente estrechas, con
anchuras medias de 25 y 30 nm, tienen coeficientes de absorcién altos, entre 40000 vy
110000 M-1 cm-1, altos rendimientos cudnticos de fluorescencia, a veces cercano a la
unidad, vida media de fluorescencia en la zona de 1 a 10 ns, excelente estabilidad quimica y
fotoquimica tanto en disolucion como en estado sélido, y espectros de emisidon/absorcién
relativamente insensibles a la polaridad del disolvente y al pH. El grupo BODIPY es mas
hidrofébico que el grupo nitrobenzoxadiazol (NBD), aunque menos que el pireno, y sus
derivados son solubles en la mayoria de los disolventes orgdnicos, incluso en agua, si se
introducen sustituyentes polares adecuados. El espectro de absorcion muestra en general
una banda principal intensa, correspondiente a la transicién al primer estado excitado (SO-
S1), con un hombro debido a la estructura vibracional, y una segunda banda, a menor
longitud de onda y mas débil, asociada a la transicion (S0-S2). Independientemente de que
se excite al estado S1 0 S2, el proceso de emision de fluorescencia siempre parte de S1 (regla
de Kasha) y su espectro es la imagen especular del de absorcién, poniendo de manifiesto
qgue las conformaciones de los estados fundamental (SO) y excitado (S1) son muy similares

(Figura 12).“?
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Figura 12 Espectro tipico de absorcion y emision de un Bopipy “?

1.11.3 Aplicaciones

Desde el descubrimiento del croméforo BODIPY por Treibs y colaboradores, el nimero de
aplicaciones de compuestos con este grupo fluorescente ha aumentado casi de modo
exponencial, incluyendo usos como el marcado fluorescente de moléculas con interés en
biologia, sondas cromogénicas, sensores en la deteccion de cationes, interruptores
fluorescentes, films electroluminiscentes, sondas laser, colectores de luz, sensibilizadores
para células solares, emisores en el infrarrojo cercano, sensibilizadores para la generacién de
oxigeno singlete, sensores de pH, dispositivos electroluminiscentes o materiales
mesomorficos, entre otros. Estos y otros aspectos han sido recogidos con suficiente detalle

en una reciente revision. 4’
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La progesterona es una hormona progestacional fisioldgica que inhibe la secrecion de LH, lo
que resulta en la inhibicién de la maduracion final del foliculo y la ovulacion. Durante el
periodo de administracién el cuerpo lUteo sufre regresion natural, de tal forma que al retirar
el tratamiento los animales presentan estro sincronizado entres las siguientes 48 y 96 horas
57) | La administracion de farmacos de liberacion controlada por via parenteral ha adquirido
una importancia creciente en el desarrollo de formas de dosificacién farmacéuticas. En la
actualidad, los inyectables de liberacién modificada de formacién in situ se han convertido
en una alternativa atractiva a las tecnologias comunes de liberacién lenta. “8 por otro lado,
la reologia es la ciencia que estudia el flujo y la deformacion de los materiales, por tanto se
emplea para estudiar desde un punto de vista macroscépico y de forma indirecta la
estructura que tienen los materiales y, mas importante aun, la respuesta que presentan bajo
condiciones de estrés mecanico . Reoldgicamente los geles son materiales viscoelasticos,
ya que presentan la capacidad de fluir (comportamiento viscoso), como la capacidad de
almacenar energia y recuperar su forma original después de haber sido sometidos a un
proceso de deformacién (comportamiento elastico).El comportamiento viscoelastico de un
material sometido a un esfuerzo sinusoidal en un intervalo de frecuencia es representado
por dos componentes: la componente eldstica o moddulo de almacenamiento (G’) y la
componente viscosa o médulo de pérdida (G”); dichos componentes permiten caracterizar el
comportamiento de los materiales ya que mediante éstos, los geles pueden ser clasificados
en fuertes, débiles y disoluciones macromoleculares o concentradas. “°!

De acuerdo con lo anterior, es importante estudiar el comportamiento reoldgico de los geles
in situ de liberacién controlada a través del tiempo asi como el cambio que presentan al
pasar a una temperatura de 37°C para simular el cambio que presentan dichos geles cuando
son administrados a los bovinos para poder caracterizar el comportamiento reolégico de
cada polimero en dicho sistema y observar si existe alguno que presente mejores
propiedades reoldgicas que otro. Por otra parte para llevar un control de los niveles de
progesterona en sangre de bovinos es importante cuantificar la progesterona en el suero de
dichos animales buscando una alternativa a los kits para cuantificar progesterona utilizando

en este caso un método de cuantificacion por HPLC con detector de fluorescencia con el

cual se pretende establecer el método para futuros estudios.
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3. OBIJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GENERAL

e Desarrollar una formulacion de gel inyectable de formacidn in situ de liberacion
modificada de progesterona para uso veterinario a partir de la caracterizacion

reoldgica de cada sistema.

3.2 OBIJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar reolégicamente geles inyectables de liberacion modificada de
progesterona.

e Establecer la mejor formulacién de gel inyectable de formacion in situ de liberaciéon
modifica de progesterona de acuerdo a su composicion reoldgica.

e Proponer un método analitico para cuantificacion de progesterona en suero por

HPLC con detector de fluorescente.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO.

Si se logran obtener mezclas de polimeros cargados de progesterona con capacidad de
transformacion sol-gel en respuesta a cambios en la temperatura y/o la concentracién del
disolvente entonces, caracterizando el comportamiento reoldgico de dichos geles
estableciendo las condiciones en un determinado tiempo a 37°C se espera que el médulo
eldstico sea mayor al médulo viscoso (G'>G”) dentro del intervalo de frecuencia estudiado.
Por otra parte, al reaccionar la progesterona con el BODIPY FL en presencia de acido
trifluoroacético como catalizador se formara un complejo fluorescente que podrd ser

cuantificado con el HPLC con detector fluorescente.
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5. MATERIAL

5.1 Material

e Vasos de precipitado (50 mL, 150 mL, 250 m, 600 mL, 1000mL) (Pyrex®)
e Matraces Erlenmeyer (25 mL, 250 mL, 500 mL) (Pyrex®)

e Matraces volumétricos (2mL, 10mL, 25mL, 50 mL, 100mL, 1000 mL) (Pyrex®)
e Pipetas graduadas (1 mL, 2mL, 5 mL, 10 mL) (Pyrex®)

e Pipetas volumétricas (1 mL, 5 mL) (Pyrex®)

e Soporte universal

e Probetas (10 mL, 25 mL, 250 mL, 1000 mL) (Kimax®)

e Tiras de pH (0-14) (Merk®)

e Pipetas pasteur

e Tubos de ensayo (Pyrex®)

e Pinzas dobles

e Agitador magnético

e Puntas para micropipetas

e Naves de pesado

e Espatula

5.2 Instrumentos

e Balanza analitica Adventurer ™ Ohaus

e Micropipetas Transferpette ® Brand 10-100 pL
e Micropipeta Eppendorf Research 100-1000 ul
e Micropipeta Eppendorf Research 0.5-10 pl
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5.3 Reactivos

e Progesterona

e Quitosano de conchas de cangrejo, 85% desacetilado.
e PEG 6000

e Etanol CHROMASOLV® para HPLC, desnaturalizado.

e Poloxamero F-127. Pluronic® F-127

e Propilenglicol

e Kollicoat MAE 30 DP BASF USA

e BODIPY® FL hidrazida

e Acido trifloroacético Chromasolv® para HPLC, 299.0%
e Diclorometano Baker Analyzed ®ACS 99.9%

e Metanol Baker Analyzed ®ACS 90.9%

e Acetonitrilo HPLC J.T Baker

5.4 Equipo

e Water 1525 binary HPLC bomba con multi A detector fluorescente.
e Columna HPLC SUPELCOSIL LC-18-DB 25cmx 4.6 mm, 5um
e Redmetro AR 2000 con geometria de plato SST ST 40mm.

e Desecador selecta P. Vacua-temp



5.5

Diagrama de flujo de la metodologia realizada para la Caracterizacion reoldgica de
geles de liberacién modificada y su cuantificacion en suero.

Revision bibliografica

Fabricacidon de geles de
liberacién modificada de
progesterona.

Estudio de la cinética de los
distintos geles de liberacion
modificada de progesterona.

Pruebas en flujo de cizalla
oscilatoria mediante barrido
de frecuencia, de los distintos
geles de liberacion
modificada de progesterona.

Propuesta del método
analitico. (revision
bibliografica)

Reaccion de derivatizacion
entre la progesteronay el
BODIPY.

Establecimiento de las
condiciones cromatofraficas.

Extraccion de la progesterona
del suero.

Cauntificacion de
progesterona en suero.
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6. METODOLOGIA

6.1 Se realizé una revision bibliografica en libros y articulos sobre geles in situ,
progesterona y uso en bovinos asi como la fabricacién de inyectables de liberacion

modificada.

6.2 Preparacién de los geles

6.2.1 Formulaciones de progesterona, PEG 6000, kollicoat y etanol-agua.

Se prepard una mezcla de etanol-agua para el primer caso 75-25%(v/v) y para el segundo 50-
50%(v/v) respectivamente. En un matraz aforado de 50mL se colocé 10g de PEG 6000, 5g de
progesterona y 5mL de kollicoat aforando con la mezcla etanol-agua, protegiendo a la

progesterona de la luz. Los componentes de estas formulaciones se muestran en la tabla 3.

6.2.2 Formulaciones con Poloxdmero F-127, Quitosano 80 y progesterona.

Como disolvente se utilizé una mezcla de propilenglicol, etanol y agua (15, 15y 70%)(v/v). Se
disolvieron 7.5 g de poloxamero F-127 con 15mL del disolvente se agité y se mantuvo en
refrigeracidn por 2 dias; por otra parte se mezclé 0.25g de Quitosano y 10 mL del disolvente
se agregd 0.1 mL de acido acético glacial concentrado para obtener un pH de 5. Para ambos
casos en un matraz aforado de 50mL se colocd 5g de progesterona disuelta con el disolvente
se agrego el poloxdmero por un lado y el Quitosano para la segunda formulacion y la mezcla
de ambos para la tercera, se mezcld y se aford. Los componentes de estas formulaciones se

muestran en la tabla 3.
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Tabla 3 Formulaciéon de geles con progesterona

Formulacion

11

1.2

2.1

2.2

2.3

Disolvente

Polimero

Farmaco

Etanol/agua (75-
25%)

Kollicoat

PEG 6000

Progesterona

Etanol/agua

(50-50%)

Kollicoat

PEG 6000

Progesterona

Agua/Propilengl

icol/etanol
(70/15/15%)

Poloxamero

F-127

progesterona

Agua/Propilengl
icol/etanol
(70/15/15%)

Quitosano 80

Progesterona

Agua/Propilen
glicol/etanol
(70/15/15%)
Poloxamero
F-127

Quitosano 80

progesterona

6.3 Comportamiento reoldgico

6.3.1 Cinética de geles.

Una vez fabricados los distintos geles reversibles de progesterona, se llevd a cabo un

seguimiento de la respuesta viscoelastica (G y G*') dentro de la region lineal en funcién del

tiempo a una frecuencia (1 rad/s) y deformacion fija (50 %), durante dos horas de

gelificacion a temperatura constante 37 °C para las distintas formulaciones, empleando una

geometria de placas paralelas (didmetro = 40 mm).

6.3.2 Cizalla oscilatoria de baja amplitud de deformacion.

Se realizaron pruebas en flujo de cizalla oscilatoria mediante barridos de frecuencia a 37 °C,

dentro de la regidn viscoelastica lineal (<50%).
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6.4 Método analitico

Para la cuantificacion de la progesterona se trabajé con una reaccion de derivatizacion entre

la progesterona y el compuesto fluorescente BODIPY-FL, la cual fue catalizada por acido

tricloroacético, estableciendo las condiciones dptimas para esta reaccion en donde se varid

diferentes factores, como la temperatura, el tiempo y la agitacién.

6.4.1 Condiciones cromatograficas

Para el desarrollo del método analitico se trabajaron con las siguientes condiciones en el

HPLC.

Tabla 4 Condiciones cromatograficas

Detector Fluorescente
Longitud de onda de emisién 495
Longitud de onda de excitacion 510

Columna

Fase movil

Velocidad de flujo

Volumen de inyeccién

Tiempo de corrida

Tiempo de retencién del BODIPY

Tiempo de retencidn de la progesterona-BODIPY

Columna HPLC SUPELCOSIL LC-18-DB 25cmx 4.6
mm, 5um b

Acetonitrilo -agua (7:3)

1.5mL/min

10pL

7min

2min

4min
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6.5 Curva estandar

Se realizé una curva estandar para la respuesta de la progesterona con el BODIPY para

observar si existia alguna respuesta proporcional.

6.5.1 Procedimiento

Se pesaron 20.1 mg de Estdndar de progesterona y se transfirio a un matraz aforado de
50mL y se aforé con metanol grado HPLC (solucién 1), de la solucién 1 se transfirié con una
micropipeta 100uL y se colocaron en un matraz aforado de 10mL y se aforé con metanol
(solucion 2). De la solucién 2 con ayuda de la micropipeta se tomd 75,100, 125, 150 y 175ulL

y se transfirieron a matraces volumétricos de 10mL y se llevaron al aforé con metanol.

Se inyectaron 5 veces las soluciones, bajo las condiciones cromatograficas descritas en la

tabla 1.

6.6 Extraccion de progesterona del suero

En un tubo de ensayo se colocé 10uL de solucién de Progesterona (100ng/mL).
Posteriormente se colocé 1mL de suero. La mezcla fue diluida con 3mL de agua y 10mL de
diclorometano. Se mezclé en un mezclador Vortex por un minuto y se dejé reposar por 10
minutos. Se tomd 8mL de la capa de diclorometano (superior) y se colocé en un tubo de
ensayo y fue colocada en sequedad en un desecador Selecta P. Una vez evaporado se agregod
0.2mL de una solucién de BODIPY FL (1pg/mL) y 0.2mL de una soluciéon de acido
trifluoroacético(0.08% v/v) y se colocd en agitacion durante 20 horas a temperatura

ambiente. Se tomaron 10uL de esta solucidn y se inyectaron en el HPLC.

Se siguio el mismo método para todas las muestras de suero.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Comportamiento reoldgico de las distintas formulaciones

En las figuras 13 a la 17 se muestran los espectros mecdanicos dindmicos de baja amplitud de
deformaciéon, donde se observa la evolucién de los mddulos dindmicos (G, G y n*)
respecto a la frecuencia; donde en todos los casos se aprecia un comportamiento de
adelgazamiento de la viscosidad dindmica n* a la cizalla para las distintas formulaciones
empleadas es, es decir, su viscosidad decrece conforme la frecuencia se incrementa en estas
formulaciones. Es claro que tanto G’ como G” aumentan conforme aumenta la frecuencia
(w), predominando el caracter viscoso sobre el caracter elastico del material (G"'>G’) en
todo el intervalo de frecuencias. En todas las formulaciones se observa que si bien en las
primeras dos (1.1y 1.2) el componente elastico se acerca al componente viscoso nunca hay

un punto de cruce entre los mddulos, comportdndose como un gel débil.

En las figura 13 y 14 se puede observar como la formulacion con kollicoat, PEG 6000,
progesterona y etanol-agua (75/25% v/v) fue la que presenté mejor comportamiento
reoldgicos con respecto a las anteriores formulaciones; esto puede ser explicado por la

cantidad de alcohol contenido en dicho sistema.
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Figura 13 Variacion de G’, G” y n* en funcion de la frecuencia (A) formulacion 1.1
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Figura 14 Variacion de G’, G” y n* en funcidn de la frecuencia (B) formulacion 1.2
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En cuanto a las formulaciones preparadas con poloxamero y Quitosano presentadas en las
figuras 15 a la 17 se observa que el que presenta mejores propiedades de gel es |la preparada
con poloxamero(figura 16) , esto debido a la concentracién que se utilizé de Quitosano en la
formulacion que fue del 0.5 % por lo que si se aumenta la concentracion de Quitosano al 2%
gue segun diversos estudios es cuando muestra mejores propiedades gelificantes; se
esperaria encontrar un comportamiento mds caracteristico de un gel, es decir, el
comportamiento reoldgico del Quitosano depende de la concentracién en la solucidn ya que
se encontrdo que la viscosidad de soluciones concentradas de Quitosano aumenta con el

aumento en la concentracion de este.

10000
1000 S EERAONEEENENEEEEEEEEEEREEE
w do
% 000000000090000000000000000¢
= 100 —
*:
- *G
? "
E1:_._ 10 g BmG
e In*|
(G
]
1
0,1 T T T 1
0,1 1 10 100 1000
Ang. De frec. (rad/s)

Figura 15 Variacion de G’, G” y n* en funcion de la frecuencia (C) formulacion 2.1

57



10000

1000
=
©
e
= 100
£
> G
©
= 10 .0. mul mG"
b~ .... ........ VS 4 O In*|
© m 22 44
e JURCT 40
1 .
O9
Q.. °
L)
0,1 T T T 1
0,1 1 10 100 1000

Ang. De frecuencia(rad/s)

Figura 16 Variacion de G’, G” y n* en funcidn de la frecuencia (D) formulacion 2.2
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Figura 17 Variacion de G’, G” y n* en funciodn de la frecuencia (E) formulacion 2.3
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Por otra parte se puede observar en las figuras 13 a la 17 que todas las formulaciones se
comportan como pseudoplasticos, es decir, su viscosidad es reducida al aumentar la
velocidad de deformacidn que es caracteristico de materiales de elevada viscosidad, cuya
viscosidad disminuye rapidamente, cuando aumenta la cizalladura, ademas de que se ha
observado que la dependencia con la velocidad de deformacién es mas marcada cuando el

Quitosano se encuentra a altas concentraciones. (50)

7.2 Comportamiento cinético de las distintas formulaciones

En las figuras 18 a la 21 se muestran el comportamiento cinético de las distintas

formulaciones de geles reversibles de progesterona.

Se observa en la figura 18 y 19 un comportamiento similar entre ellas, con un punto de cruce
(G’=G"”) entre 188.3 y 187.7 minutos, con valores de sus mdédulos de 719.4 y 736.2 (Pa)
respectivamente, lo que nos indica que ambos son geles débiles, sin embargo, se observa
una ligera diferencia entre ambas formulaciones en los valores antes mencionados, ya que
en el primer caso el porcentaje de alcohol del disolvente es de un 75% (v/v), y en el segundo

caso de un 50%(v/v), lo que puede notarse en los tiempos de gelificacion.

10000
1000 B
100

10

—

G'yG" (Pa)

Gll

0,1

0,01
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
Tiempo (min)

Figura 18 Evolucion de G’y G” de la formulacion 1.1
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Figura 19 Evolucion de G’y G” de la formulacion 1.2

Por otro lado, en cuanto a la formulaciones: 2.1y 2.2 con poloxamero F-127 y Quitosano 80
respectivamente presentadas en las figuras 20 y 21 se observa claramente que en la
formulacidon con Quitosano existe un cruce donde G> G”* ; por otro lado en la formulacion
con poloxamero en ningun momento el componente eldstico cruza con el componente
viscoso, lo cual puede deberse a la concentracién de los polimeros ya que la viscosidad del

G en donde se ha observado gue una

Quitosano aumenta con la concentracion,
concentracién del 2%(p/v) presenta una mejor gelificacion; en el caso del poloxdmero se ha
reportado que igualmente al incrementar la concentracién del poloxamero el resultado es
un ligero incremento en su elasticidad, y un decremento en la temperatura de transicion sol-

gel (Sz)aunque la concentracion empleada en la literatura es del 22% (p/v).
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Figura 21 Evolucion de G’y G” de la formulacion 2.1



En el caso del poloxamero la concentracién de éste en el sistema afecta la temperatura de
gelificacion ya que 25°C formulaciones con Poloxamero a una concentracion del 12-15%
eran soluciones mientras que en otras preparadas al 17% la fase de transicién de fase ya
habia comenzado. Ademds, en estudios reportados se ha observado que a 37°C en
soluciones al 12% se mantiene en solucién, mientras que en soluciones al 15 y 17%
presentan gelificaciéon 53 1o gue nos muestra la influencia de la concentracion del polimero
en este tipo de sistemas. Los sistemas que presentaron mejores propiedades viscoeldsticas
en nuestro estudio fueron al 15%(p/v) de poloxamero, y ademdas se observé que la
temperatura de transicion sol-gel es afectada por la concentracién de PEG en la formulacion
final, este comportamiento es similar a lo reportado por Tais Gratieri et al;(2010) quienes
mostraron que el Quitosano interfiere significativamente en las preparaciones con
Poloxamero. Asi pues, la concentracién de Poloxamero y Quitosano presentan mejores
caracteristicas viscoelasticas a concentraciones del 16% y 0.5% (p/v), respectivamente,
observando que cuando aumenta la concentracion de Quitosano disminuye la temperatura

de transicion sol-gel. *
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7.3 Método analitico

7.3.1 Reaccion progesterona- BODIPY

[54)
[=]
[=]
[=]
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Minutes

Figura 22 Reaccion del BODIPY con progesterona al tiempo O.
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—
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Figura 23 Reaccidn del BODIPY con progesterona (100ng/mL) después de 20 horas de

agitacion constante.
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En la figura 22. Se muestra el blanco del BODIPY antes de reaccionar con la progesterona en
el tiempo 0, donde se puede observar solamente el pico del BODIPY. Al colocar el BODIPY
con la progesterona y dejandolo agitando por 20 horas se observa en la figura 23, ademas
del pico del BODIPY el de la progesterona la cual es una reaccion de derivatizacién en este
caso de la hidracina y la progesterona, formando el complejo que muestra el pico
aproximadamente en el minuto 4. Cabe mencionar que para esta reaccién la agitacion
tienen que ser constante porque cuando se interrumpia esta agitacién la reacciéon no se
presentaba y por tanto no se presentaba el complejo fluorescente. En el esquema 2 se
muestra la reaccién entre la progesterona y el BODIPY utilizando como catalizador el acido

trifluoroacético.

~

Frogesierone

]

C={)

Hy

a

H, CH CHAC—8HM

Esquema 2 Reaccion de derivatizacion del BODIPY con la progesterona.
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7.4 Curva Estandar

En la tabla 3, se muestran las Alturas (mUA) obtenidas en el intervalo de concentracién de
60, 80, 100, 120 y 140 ng/mL, el coeficiente de determinacion (r2), y el error debido a la
regresion (Sy/x). En la figura 25 se muestra la gréfica de la curva estandar para la

cuantificacidn de progesterona.

Tabla 5 Curva estandar Progesterona-BODIPY

Concentracién(ng/mL) Altura del pico
(mV)

60 48985
60 49781
60 48989
60 49789
60 49874
80 54589
80 53968
80 54591
80 53874
80 53745
100 59564
100 58389
100 58782
100 59392
100 59670
120 62796
120 63320
120 62952
120 63963
120 63875
140 69651
140 68584
140 69651
140 68950
140 69425
m 243.787

b 34706.5

r2 0,9938
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Curva Estandar Progesterona-BODIPY
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Figura 25 Curva Estdndar Progesterona-BODIPY

En la figura 25 se puede observar que existe una respuesta proporcional entre la
concentracion de progesterona y la altura de pico (mV) por lo que se muestra que la
respuesta es proporcional a la concentracidon de progesterona y que se esta llevando a cabo
la reaccidn entre la progesterona y el BODIPY.

Una curva de calibracidn es la representacién grafica de una sefial que se mide en funcién de
la concentracién de un analito. La calibracidn incluye la seleccién de un modelo para estimar
los parametros que permitan determinar la linealidad de esa curva. y, en consecuencia, la
capacidad de un método analitico para obtener resultados que sean directamente
proporcionales a la concentracion de un compuesto en una muestra, dentro de un
determinado intervalo de trabajo. Se observa una m= 243. 787, es decir es el valor del
incremento que se produce en la altura del pico (mV) cuando la concentracion aumenta. Por
otro lado se puede observar que la ordenada al origen b=34706.5 que es el valor en el que la
recta corta al eje Y (altura del pico en mV). El coeficiente de correlacién r’=0.9938, la cual
indica el grado de relacion entre la concentracion y la respuesta. Cabe sefialar que si r’ es
cercano a la unidad significa que existe correlacién. Es importante mencionar que se eligid
estos niveles de concentracién, con 100ng como concentracién media, ya que es lo que se
agrega a las muestras de suero para que al establecer y validar el método puedan ser

cuantificadas.
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7.5 Reaccién entre la progesterona extraida del suero y el BODIPY.

Con las muestras de sangre facilitadas por el M.V.Z Urbiola se traté el suero para extraer la
progesterona usando agua y diclorometano, obteniendo la extraccién de progesterona de
las muestras tratadas ya que al tomar las lecturas en el HPLC obtuvimos dos picos
caracteristicos en las muestras tratadas, el primero del BODIPY y el segundo del complejo
qgue se forma entre la progesterona y el BODIPY. La extraccién fue muy importante debido a
que si la progesterona no se extraia de las muestras de suero con las condiciones planteadas
en este trabajo se tenia que buscar alternativas para la extraccién y su cuantificacion ademas
de observar que este método de extraccidn es util, ya que el BODIPY no reacciona con otros
compuestos encontrados en el suero. Uno de los factores que nos afectaron en la extraccidon
de progesterona del suero fue el tiempo de agitacidon ya que originalmente el tiempo de
agitacion era de un minuto pero se observé que donde se muestra una mayor extraccion o
picos del complejo Progesterona-BODIPY fue al minuto 5, pudiendo extrapolar los valores
obtenidos en la curva estandar realizada obteniendo los resultados que se muestran en la

tabla 7.

Tabla 7 Concentracion de progesterona (ng/mL) en el suero sanguineo de bovinos tratados
con las distintas formulaciones durante distintos dias extrapoladas en la curva estandar.

Dias
Formulacion
1 3 5 7 9 11
1.1 93.32 92.61 93.13 93.26 93.07 92.10
2.1 94.49 92.46 92.21 92.06 91.98 92.19
2.2 94.14 92.68 93.17 92.26 92.08 91.73

Como se puede observar en la tabla 7, se observa que las concentraciones entran dentro de
la curva estandar que era lo que se esperaba al agregar 100ng de esta a las muestras de
suero, por lo que la concentraciones utilizadas en la curva estdndar se ajustan a esta
extraccion para posteriormente al tener muestras de suero de toro que se utilizaria como

blanco, realizar el estudio de cuanta progesterona se esta recuperando del suero teniendo
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ya un método validado. Cabe mencionar que la concentracidén de progesterona en bovinos
es menor a 1Ing/mL. La P4 liberada es estructuralmente idéntica a la enddgena y tiene un rol
importante sobre la dinamica folicular ovérica de los niveles supraluteales (> 1 ng/mL)
obtenidos a los pocos minutos de la introduccién del dispositivo que provocan la regresion
del foliculo dominante y aceleran el recambio de las ondas foliculares. El cese de la secrecion
de productos foliculares (Estréogeno e Inhibina) produce el aumento de FSH que va a ser la
responsable del comienzo de la emergencia de la siguiente onda folicular. Por otro lado la
extraccion del dispositivo provoca la caida de la P4 a niveles subluteales (< 1ng/mL) que
inducen el incremento de la frecuencia de los pulsos de LH, el crecimiento y la persistencia
del foliculo dominante con concentraciones muy altas de Estradiol provocan por un lado el
celo y a nivel endocrino inducen finalmente el pico de LH que es seguido por la ovulacion por
lo que para que los geles de liberacion modificada sean utiles tienen que reportar valores

arriba de 1ng/mL.
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8 CONCLUSIONES

Las formulaciones que presentan mejor propiedad termomecanicas son las 1.1 y 1.2 las
cuales contienen PEG 6000, kollicoat, progesterona y etanol-agua; en donde ademas se
observa que el efecto de la concentracién de alcohol influye, ya que la formulacién 1.1 que
contiene una concentracion mayor de alcohol presenté mejores propiedades mecanicas al
flujo de gel, que la formulacién 1.2. En cuanto a las formulaciones con Poloxamero F-127,
Quitosano 80 y la mezcla de ambos; se observa que sus propiedades reolégicas en todos los
casos son de geles débiles (G"">G’) por lo que se sugiere aumentar la concentracidon de
Quitosano, Poloxamero y la mezcla de estos. Lo anterior sirve de estudio para aplicaciones
en sistemas de liberacién modificada de geles de gelacidon inversa ya que este tipo de
estudios nos da un comportamiento claro de los polimeros utilizados, asi como si las
concentraciones utilizadas son las que muestran un dptimo desempefio, ya que la formacién
de geles in situ ademas de este uso son usadas para prevenir las adherencias peritoneales
postoperatorias, evitando asi el dolor pélvico, obstruccién intestinal e infertilidad ademas de

presentar una mejor eficacia terapéutica y el cumplimiento del paciente.?

Por otra parte, se desarrollé una reaccion de derivatizacion con el BODIPY y progesterona en
presencia de acido triflouroacético como catalizador, se establecieron las condiciones para
llevar a cabo esta reaccion y asi poder cuantificar la progesterona. Se desarrollé un método
analitico para cuantificar la progesterona realizando una curva estandar para su
cuantificacién por HPLC con detector fluorescente. Para la curva estandar se obtuvo un r’=
0.9969 que nos muestra que existe una correlacion entre los valores; y una ecuacion de la
recta de Y=243.787x + 34706. Para la extracciéon de progesterona se obtuvo que al

extrapolarlos entran en las concentraciones de 90-100ng de la curva estandar.
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9 PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

e Establecer un estudio controlado para realizar el estudio de biodisponibilidad y
farmacocinética de los geles de progesterona en sangre de bovinos de acuerdo a la
normatividad vigente.

e Realizar los estudios de liberacién de las distintas formulaciones empleadas.

e Validar el método y sistema de cuantificacidn de progesterona.
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