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ABSTRACT

A novel composite was prepared based on gelatin lipid-polymer hybrid carriers and
montmorillonite (MMT), to analyze its viability as a system to lower blood cholesterol levels
through the combination of mechanisms; such as controlled release of atorvastatin and
cholesterol adsorption at the intestine. The work included the study of the properties of
adsorption of cholesterol by clay using adsorption isotherm models, in addition to the
development of the hybrid carrier (MP) through an experimental design using a Taguchi
orthogonal arrangement. Finally, the preparation and characterization of the composite
material (MP/MMT) according to its rheological properties, morphology (SEM), particle size,
powder X-ray diffraction (XRD), infrared spectroscopy with Fourier transform (FT-IR),
differential scanning calorometry (DSC), etc. The in vitro drug release profile was evaluated, as
well as the pH effect on the properties of the composite. A new MP/MMT composite material
with a raspberry-like or armor morphology was reported, in which the pH has an important
effect on the final structure, by means of pH, defined morphologies were obtained with
entrapment efficiencies of up to 67%. The pH controlled the release mechanism from the
MP/MMT composite, restricting the release of the drug under conditions similar to the stomach
and favoring the intestinal condition. In addition, cytotoxicity was evaluated through a cell
viability study proving to be a safe material. Finally, the capacity of mucoadhesion was
evaluated by rheological tests of oscillatory shear and rheological synergism, demonstrating
mucoadhesive properties dependent on pH. Since this system was designed for oral
administration, these results showed that the MP / MMT composite represents an attractive

alternative system in cholesterol lowering therapy.
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RESUMEN

Se prepar6 un material compuesto (composito) novedoso basado en acarreadores hibridos
lipido-polimero de gelatina y montmorillonita (MMT), para analizar su viabilidad como sistema
para disminuir los niveles de colesterol en sangre mediante la combinacién de mecanismos;
como la liberacién controlada de atorvastatina y adsorcién de colesterol a nivel intestinal. El
trabajo incluyd el estudio de las propiedades de adsorcién de colesterol mediante arcillas
empleando modelos de isotermas de adsorcién, ademads del desarrollo del acarreador hibrido
(MP) mediante un disefio de experimentos empleando un arreglo ortogonal Taguchi.
Finalmente, la preparacién y caracterizacion del material compuesto (MP/MMT) de acuerdo a
sus propiedades reolégicas, morfologia (SEM), tamano de particula, difracciéon de rayos X de
polvos (XRD), espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR), calorimetria
diferencial de barrido (DSC), etc. Se evalué el perfil de liberacién del farmaco in vitro, asi como
el efecto del pH en las propiedades del material compuesto. Se reporté un nuevo material
compuesto novedoso MP/MMT con una morfologia tipo frambuesa o armadura, en el que el pH
tiene un efecto importante sobre la estructura final, mediante pH se obtuvieron morfologias
definidas con eficiencias de entrampe de hasta 67%. El pH controlé el mecanismo de liberaciéon
a partir del material compuesto MP/MMT, restringiendo la liberacion del farmaco en
condiciones similares al estdbmago y favoreciendo la condicion intestinal. Ademas, se evalud la
citotoxicidad mediante un estudio de viabilidad celular demostrando ser un material seguro.
Finalmente, se evalu6 la capacidad de mucoadhesion mediante pruebas reoldgicas de cizalla
oscilatoria y sinergismo reoldgico, demostrando propiedades mucoadhesivas dependientes del
pH. Ya que este sistema fue disefiado para una administracién por via oral, estos resultados
evidenciaron que el material compuesto MP/MMT representa una alternativa atractiva como

sistema para la terapia de disminucion de colesterol.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (EC) como la cardiopatia isquémica y los accidentes
cerebrovasculares son la primera causa de muerte en todo el mundo, estas se han mantenido

en primer lugar durante los ultimos 15 afios y han aumentado en el niumero de casos llegando

hasta 15.2 millones de muertes en el afo 2016 [1] (figura 1).

Muertes (millones)

Enfermedad isquémica del corazén
Infarto
Enfermedad pulmonar obstructiva...

Infeccion de las vias respiratorias...

Enfermedad de Alzheimer y otras..
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Accidentes de trafico
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Figura 1. Principales causas de muerte en el mundo (OMS, 2016) [1]

Globalmente mas del 75% de las defunciones por EC se producen en los paises de ingresos bajos
y medios. En general se observa una fuerte division entre este-oeste en las tasas de mortalidad

por EC, y en la mayor parte de América latina, estas tasas son moderadas (figura 2) [1].

Figura 2. Incidencia de EC en el mundo de acuerdo a la OMS 2016(0MS, 2016) [1]

Entre los factores de riesgo que existen para el desarrollo de EC se encuentra la

hipercolesterolemia o dislipidemia, que consiste en la elevacion en sangre de la concentracién
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de colesterol total y/o lipoproteina de baja densidad (LDL-colesterol). La
hipercolesterolemia favorece la acumulacion de lipidos en las paredes de las arterias coronarias
encargadas de la irrigacion del miocardio (tejido muscular), lo que se conoce como placas de
ateroma lo que, finalmente, lleva a la enfermedad de las arterias coronarias (figura 3). Los altos
niveles de colesterol en sangre resultan de una combinacién de factores que pueden ser
genéticos como mutaciones en genes de la apolipoproteina-B (APOB) o el receptor de LDL (LDL-
R) y factores ambientales como una dieta rica en colesterol, 4cidos grasos saturados, acidos

grasos trans y obesidad [2].

Figura 3. Placa de ateroma en arterias del corazon [2]

A manera de prevencién y tratamiento de hipercolesterolemia y EC, se han desarrollado
terapias farmacolégicas con el objetivo de reducir los niveles de colesterol en sangre, entre los
cuales se encuentran las estatinas. Las estatinas son una familia de fairmacos inhibidores
competitivos de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA
reductasa) que cataliza la conversion de HMG-CoA en mevalonato, paso limitante en la
biosintesis de colesterol en el higado. La inhibicion de la enzima HMG-CoA reductasa resulta en
la disminucién de la biosintesis de colesterol y lipoproteina de baba densidad (LDL). Mediante
un mecanismo de autorregulacion, se aumenta la expresion de receptores para LDL (rLDL) en
el higado, lo que resulta en una disminuciéon de los niveles de colesterol circundante en el
torrente sanguineo. Entre las estatinas se encuentra la atorvastatina (AC), 1a cual es el farmaco
mas vendido en todo el mundo. Administrado por via oralla AC se absorbe rapidamente (tmax=1-
2h) sin embargo, tiene una baja absorcion (30%) y baja biodisponibilidad (12%). Debido a esto
la terapia con AC requiere de tiempos prolongados y dosis altas (maximo 80 mg/dia), lo que
conlleva el riesgo de efectos adversos como miopatias, rabdomiolisis, dafio en higado y rifiones,

etc., ademas la AC es sensible a la degradacion en las condiciones gastricas [2].
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En el cuerpo humano el colesterol tiene dos fuentes principales la biosintesis hepatica y la
absorcién intestinal. En el intestino existe absorcion de colesterol proveniente de la
alimentacién (300-500 mg), excrecion biliar (800-1200 mg) y descamacién celular (300 mg).
Debido a esto ha despertado un gran interés la busqueda de inhibidores de absorcién de
colesterol a nivel intestinal, que puedan administrarse en terapia combinada junto con las
estatinas a fin de reducir los niveles de colesterol en sangre mas eficazmente [3].

Durante las ultimas décadas se ha incrementado el interés en el desarrollo de nuevos sistemas
de liberacién de farmacos capaces de mejorar el desempefio de los principios activos a través
de modificar la velocidad de liberacion, el sitio de liberacién o mediante la combinacién de
mecanismos en un mismo sistema para lograr un efecto sinérgico. Un ejemplo de este tipo de
sistema son los materiales compuestos o compositos (composites), que consisten en
materiales hibridos de componentes organicos e inorganicos como arcillas minerales y
biopolimeros. Estos son capaces de combinar las propiedades de ambos materiales como
capacidad de hinchamiento, adsorcion, propiedades mecanicas, comportamiento térmico,
bioadhesion, etc. Diversos estudios han reportado el desarrollo de materiales compuestos o
compositos como sistemas liberacion de farmacos a base de arcillas y biopolimeros, ya sea por
formacidn directa de microparticulas y nanoparticulas o por intercalacién del polimero entre
las 1dminas de la arcilla, asi como la intercalacién directa de moléculas de interés [4-6].

Las arcillas son un componente fundamental en las formulaciones farmacéuticas, tanto como
excipientes, asi como principio activo. En el grupo de las esmectitas se encuentra la arcilla
montmorillonita (MMT) la cual es un material ampliamente estudiado por sus diversas
propiedades como (i) capacidad de adsorcion, (ii) capacidad de hinchamiento, (iii) baja o nula
toxicidad, (iv) gran area superficial interna, (v) gran capacidad de adsorcidn, (vi) intercambio
cationico y (vii) liberacion controlada de farmacos. Ademas, algunos grupos de investigacion
han reportado que la MMT administrada por via oral es capaz de lograr una disminucién de los
niveles de colesterol en sangre [7,8].

Otro tipo de sistema hibrido son los acarreadores lipido-polimero, las cuales combinan los
atributos mecanicos de los acarreadores de farmacos de tipo poliméricos y de los liposomas.
Este tipo de sistemas ha sido ampliamente reportado ya sea con una estructura de nucleo
polimérico recubierto por fosfolipidos, o un nucleo lipidico que permite encapsular farmacos
de baja solubilidad , el cual es estabilizado por un componente polimérico [9,10].

Se ha reportado la preparacién de materiales compuestos a base de GEL y MMT mediante la

intercalacién directa de cadenas de GEL puras en las laminas de la arcilla [11], sistemas hidrogel
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[12] y nanoparticulas cargadas con arcilla en su interior [13]. Sin embargo, se ha reportado que
la adicion de MMT dentro de los acarreadores de GEL como micro y nanoparticulas reduce la
eficiencia de entrampe y la capacidad de carga del farmaco [13-15].

Sin embargo, no ha sido reportada la preparaciéon de materiales compuestos a base de
acarreadores hibridos lipido-polimero y arcillas, debido a esto la preparacién de un sistema de
liberacion modificada consistente en un material compuesto a base de microparticulas hibridas
lipido-polimero y arcilla montmorillonita resulta atractivo para la liberacion de atorvastatina
para mejorar su desempefio en via oral, eficiencia de entrampe y liberacion.

Ademas, en las décadas anteriores se consideraba que los excipientes debian ser materiales
inertes para asegurar la estabilidad, seguridad y eficacia de los medicamentos, sin embargo
mediante los materiales hibridos y compuestos es posible disefiar un sistema de liberacién de
farmacos con una posible actividad dual, en este caso empleando la capacidad de adsorciéon de
la arcilla MMT, para conseguir reducir los niveles de colesterol en sangre mediante la

combinacion de mecanismos a nivel hepatico e intestinal.
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II. ANTECEDENTES

2.1 El colesterol y su metabolismo

El colesterol es un lipido esteroide derivado del ciclopentanoperhidrofenantreno, es un
componente de vital importancia para la estructura y la funciéon de la membrana celular, asi
como el crecimiento tisular. Ademas, los metabolitos del colesterol, tales como las sales
biliares, las hormonas esteroideas y los oxisteroles realizan funciones biol6gicas importantes.
En los mamiferos, el colesterol puede obtenerse a través de la absorcién de colesterol de la
dieta (via ex6gena) o mediante a sintesis de novo en las células del organismo (via endégena).
El higado es el 6rgano responsable de la regulacidn del proceso de homeostasis del colesterol,
entre sus funciones estan: sintetizar colesterol, sintetizar y secretar lipoproteinas de alta
densidad (HDL), segregar colesterol y sales biliares a la bilis, y participar en el transporte
reverso del colesterol. El colesterol es transportado mediante lipoproteinas, para lo cual se
une a fosfolipidos y proteinas para formar las lipoproteinas que son agregados
polimoleculares esféricos con una capa externa hidrosoluble que contiene fosfolipidos,
colesterol libre y proteinas de transporte denominadas apolipoproteinas y una parte interna
con triglicéridos y esteres de colesterol. Existen 5 grandes grupos de lipoproteinas en funcién
de su densidad: quilomicrones (QM), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL),
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
lipoproteinas de alta densidad (HDL), que tienen un tamafio y una composicién quimica

diferente (ver figura 4) (ver tabla 1) [16].

Figura 4. Composicion y estructura de una lipoproteina y relacién en tamafio vs densidad [16]


https://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
https://es.wikipedia.org/wiki/Esteroide
https://es.wikipedia.org/wiki/Ciclopentanoperhidrofenantreno
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Tabla 1. Tiposy composicion de lipoproteinas

QM VLDL IDL LDL HDL
Didmetro (nm) 500 43 27 26-27 6.5-9.5
Densidad (g mL1) <1.006 0.95-1.006 1.006-1.063 1.063-1.210
Composicién (% masa total)
Proteina 2 10 18 25 55
Triglicéridos 85 50 26 10 4
Colesterol 4 20 34 37 17
Fosfolipidos 9 20 22 20 24

Existen 3 vias para la obtencién de colesterol: (i) entrada de colesterol de la dieta a través de
los remanentes de quilomicrones, (ii) captaciéon de LDL que contienen colesterol circulante y
de tejidos extra hepaticos mediante los receptores a LDL (rLDL), y captacién del colesterol en
forma de HDL y de remanentes de VLDL por receptores especificos y (iii) sintesis a partir de
la acetil-CoA bajo el control de la enzima limitante 3-hidroximetil-glutaril coenzima A (HMG-
CoA) reductasa (figura 5). Practicamente todas las células de mamiferos sintetizan colesterol,
en la mayoria de animales gran parte se sintetiza en los érganos extra hepaticos, en el humano

el higado contribuye en un 10% a la sintesis total de colesterol (10 mg/kg/dia) [17].

Figura 5. Homeostasis del colesterol en el organismo. HDL=lipoproteinas de alta densidad, rLDL=receptor
para lipoproteinas de baja densidad (LDL), QM= quilomicrones, VLDL=lipoproteinas de muy baja densidad
[17]

De forma general la sintesis de colesterol se puede ver en cuatro etapas, la primera consiste
en la condensacion de 3 unidades de acetato (CH3-COO-) de Acetil-CoA para formar el
intermediario de 6 carbonos mevalonato, la segunda etapa consiste en la conversién de
mevalonato en unidades de isopreno activado por grupos fosfatos provenientes de moléculas
de ATP. Posteriormente en la tercera etapa se da la polimerizacion de 6 unidades de isopreno

para formar la molécula lineal de 30 carbonos esculaeno. Finalmente, la ultima etapa
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comprende la ciclacién del escualeno para obtener el nicleo esteroideo con posteriores

reacciones de oxidacion, remocidén o migracién de grupos metilo se obtiene el colesterol

(figura 6) [18].

Figura 6. Biosintesis de Colesterol [18]

La homeostasis del colesterol en el organismo se mantiene mediante el equilibrio de la sintesis
enddgena, la absorcion intestinal y con la secrecion biliar de acidos biliares y colesterol. Sin
embargo, cada vez es mas conocido el impacto del intestino sobre la homeostasis del
colesterol a nivel de su reabsorcidn, excrecion fecal y sintesis de novo [17]. El colesterol es
una molécula insoluble, por lo que su absorcion intestinal tiene una cierta complejidad y
precisa procesos de emulsificacion, hidroélisis del enlace éster (cuando esta esterificado) por
una hidrolasa pancreatica especifica, solubilizacion micelar, absorcion en el yeyuno proximal,
re esterificacidn en el citoplasma de los enterocitos y transporte a la linfa en los QM [16].

La absorcion intestinal de colesterol se puede dividir en tres fases (figura 7):
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I.  Fase Intraluminal: El colesterol esterificado proveniente de la dieta y bilis, es
hidrolizado por la lipasa pancreatica carboxil éster para obtener el colesterol libre. La
formacién de micelas por los acidos biliares permite el transporte de lipidos
insolubles en el medio acuoso intestinal (del mismo modo que las lipoproteinas en la
sangre). La solubilizacién micelar es indispensable para que el colesterol pueda
difundirse a través de la barrera de mucosa que recubre la superficie de las
microvellosidades intestinales. Las micelas se desagregan en esta localizacion, tras lo
cual el colesterol esta disponible para ser captados por el enterocito.

Il.  Fase Mucosa: comprende el paso de las moléculas de colesterol desde el lumen al
citoplasma de los enterocitos a través del ribete en cepillo.

IIl.  Fase intracelular: el colesterol que ha sido captado por los enterocitos y no ha sido
devuelto al lumen (via ABCG5/8) difunde al reticulo endoplasmico, donde es re
esterificado por la enzima acil CoA: colesterol aciltransfera-sa-2 (ACATZ2). El paso final
es la incorporacion del colesterol re esterificado, junto con una pequeila proporcion
de colesterol libre, a los quilomicrones nacientes, en asociacién con triglicéridos y apo
B48, y su secrecién a la linfa. El ensamblaje de los quilomicrones es un proceso
complejo en el cual es indispensable la accién de la enzima proteina de transferencia

de triglicéridos microsomales (MTP)40 [19].

Figura 7. Proceso de absorcion intestinal de colesterol (fase luminal, mucosa e intracelular). ACAT=acil
coenzima A-colesterol acil transferasa, apo=apolipoproteina, MTP=proteina de transferencia de
triglicéridos microsomales, NPC1L1=Niemann-Pick C1-like proteina, QM=quilomicrones, TG=Triglicéridos

[19]
La regulacion de la absorcion intestinal del colesterol es importante porque la eficiencia de

este proceso determina tanto la excrecion fecal como la cantidad que llega al higado con los
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remanentes de QM. La masa de colesterol excretada en las heces depende enteramente de la
eficiencia de su absorcion intestinal (del colesterol biliar y dietético a la vez) y, por esto, la
regulacion de la absorcién intestinal del colesterol tiene un interés creciente como diana

terapéutica para reducir las cifras de colesterol [17].

2.2 Inhibicion de la sintesis de colesterol

Las estatinas son un grupo de firmacos de origen natural en sus inicios y posteriormente de
origen sintético, son inhibidores de la enzima HMG-CoA reductasa, las cuales se han utilizado
con éxito desde finales de 1980 para inhibir la sintesis de colesterol y reducir la mortalidad
cardiovascular. La atorvastatina (acido (3"R",5"'R")-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4-
(fenilcarbamoil)  -5-propan-2-ilpirrol-1-il]-3,5-dihidroxiheptanoico) (AC) (figura 8)
pertenece a la segunda generacién de estatinas, es un inhibidor reversible sintético de la
enzima microsomal HMG-CoA reductasa. Todas las estatinas contienen un resto de tipo HMG
que se une al dominio catalitico de la enzima HMG-CoA reductasa, por su parte la atorvastatina
contiene ademas un grupo fenol fluorado y otros restos en la estructura de la base que
proporcionan sitios para la unién con la enzima. La AC (peso molecular: 546g/mol, pKa 4.46)

se administra oralmente en la forma de sal calcica, en un intervalo de 10 a 80 mg/dia [20].

Figura 8. Estructura de atorvastatina [20]

La AC se absorbe principalmente en el intestino y, en menor medida, en el estémago, y el
metabolismo pre-sistémico es la principal causa de la escasa biodisponibilidad, ya que se
absorbe solo un 30% y tiene una biodisponibilidad del 12% atribuida a la inestabilidad en el
medio acido del estdmago, su naturaleza cristalina, baja solubilidad acuosa y alto metabolismo

hepatico de primer paso. Por lo general, es necesaria una administracion de dosis altas y
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terapias prolongadas, aunque esta se relaciona con efectos adversos, en particular, la miopatia
que se manifiesta como dolor muscular, sensibilidad o debilidad, rabdomiélisis, anomalias
hepdticas e insuficiencia renal. Ademas estudios recientes han demostrado una mayor
incidencia de diabetes mellitus causada por el tratamiento con altas dosis de estatinas
independientemente del tipo de estatina [21]. La atorvastatina ha demostrado ser un fArmaco
capaz en la disminucion en los niveles de colesterol en la sangre, sin embargo su desempefio
se ve limitado por las formas farmacéuticas actuales en su mayoria sistemas de liberacion
convencional, debido a esto se han desarrollado diversos enfoques con el objetivo de mejorar
la biodisponibilidad y eficacia de AC mediante sistemas de liberacion modificada,
especialmente con acarreadores de fArmacos como micro y nanoparticulas obtenidas a partir
de sistemas autoemulsificables [22], nanoparticulas poliméricas empleando polimeros de
origen natural y sintético como acido poli lactico-co-glicélico (PLGA) [23], poli-e-caprolactona
(PCL) [24], eudragit [25] quitosan, albumina sérica bovina (BSA) [26], ademads otras técnicas
como la preparaciéon de dispersiones solidas, y nuevas formas cristalinas de solvatos [27]

entre otros.

2.3 Inhibicion de absorcion intestinal de colesterol

El tratamiento con estatinas no es suficiente para prevenir el riesgo de enfermedad
cardiovascular en una proporcién sustancial de individuos. Para aumentar la eficacia del
tratamiento han despertado considerable interés las intervenciones dietéticas y
farmacolégicas que inhiben la absorcidn intestinal de colesterol. El intestino, junto con el
higado, desempefia un papel central en el control del metabolismo lipidico en todo el cuerpo
y el plasma. Los inhibidores de la absorcion intestinal disminuyen la absorcién del colesterol
que proviene de los alimentos, pero ain mas importante es que reducen la reabsorcién del
colesterol biliar, que representa la mayor parte del colesterol en el intestino. Se sabe que
varios componentes alimenticios reducen los niveles de colesterol LDL entre los cuales se
encuentran principalmente las fibras solubles, fitoesteroles, saponinas, y fosfolipidos. Estos
compuestos inhiben la absorcion del colesterol mediante diversos mecanismos al afectar la
solubilizacion del colesterol en la luz intestinal, interfiriendo con la difusion del colesterol
luminal al epitelio intestinal y/o inhibiendo los mecanismos moleculares responsables de la
absorcion de colesterol por el enterocito. El contenido de colesterol de los quilomicrones

intestinales se reduce por lo cual se transporta menos colesterol al higado dentro de los QM,
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por consiguiente se incrementa la actividad hepatica del receptor de LDL y se disminuyen los
niveles plasmaticos de colesterol LDL [28].

[.  Fibras solubles, se refiere a polisacaridos como goma guar, pectina y psyllium de las
plantas que son resistente a la digestion y absorcién en el intestino delgado y
posteriormente se someten a una fermentacién completa o parcial en el intestino
grueso. Aunque el mecanismo exacto no se ha definido claramente, se ha propuesto
que las fibras solubles se pueden unir directamente al colesterol en la luz intestinal y
asf reducir la emulsificacion biliar del colesterol y retrasar su difusiéon desde el lumen
hasta las células epiteliales del intestino.

IIl.  Fitoesteroles, se refiere a esteroles y estanoles vegetales, son compuestos no
nutritivos que tienen una estructura quimica similar al colesterol. El mecanismo
probable es que los esteroles vegetales compiten con el colesterol para la
solubilizacion en micelas dentro de la luz intestinal, reduciendo asi la cantidad de
colesterol disponible para la absorcidn. Otra posibilidad es que los esteroles afecten a
los transportadores intestinales de colesterol.

Ill.  Saponinas, sunaturaleza anfipatica, es decir, las regiones polares y no polares, les dan
a estos compuestos propiedades similares a los tensoactivos. Se sabe desde hace
muchos afios que tienen el potencial de reducir los niveles de colesterol en plasma
debido a su capacidad de interferir con la absorcién intestinal de colesterol. Los
posibles mecanismos incluyen su capacidad para: (i) formar complejos insolubles con
colesterol, (ii) afectar la formacién de micelas, (iii) interferir con el metabolismo de
los acidos biliares, o (iv) perturbar las caracteristicas de la membrana de los
enterocitos debido a sus propiedades anfipaticas.

IV.  Fosfolipidos, especialmente la fosfatidilcolina es importante para la emulsificacién y
solubilizacion de los lipidos de la dieta. Juega un papel esencial para facilitar la
emulsificacion y el transporte micelar de colesterol a las células que recubren la pared
intestinal. La absorcién del colesterol intestinal depende de cantidades adecuadas de
fosfolipidos en la luz intestinal, sin embargo, un exceso de fosfolipido conduce a la
supresion de la absorcion de colesterol. Se han propuesto tres posibles mecanismos
de su efecto inhibidor: (i) el exceso de fosfolipidos interfiere con la hidrélisis micelar
fosfolipida eficiente, que es un requisito previo para la absorcidon eficiente de
colesterol en la mucosa, (ii) excedente el fosfolipido altera las propiedades

fisicoquimicas de las micelas mixtas (es decir, su tamafio, composicién y / o
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caracteristicas bioldgicas) que resulta en una absorcion reducida de colesterol, o (iii)
el fosfolipido actia sobre las caracteristicas de membrana de los enterocitos o

especificamente sobre los transportadores de colesterol.

Por otro, lado también existen fairmacos empleados en la inhibicién de absorcién de
colesterol entre los cuales destaca la ezetimiba (figura 9), 1a cual pertenece a una clase
novedosa de agentes hipolipemiantes desde el punto de vista estructural y funcional. La
inhibicion especifica de la absorcion de colesterol, ya sea de origen biliar o dietético, se
realiza por la unién de ezetimiba al transportador NPC1L1, bloqueando la internalizaciéon
del complejo NPC1L1/colesterol. La terapia combinada de ezetimiba con estatinas ha
demostrado un efecto sinérgico en la reducciéon de colesterol en sangre mediante
combinacién de mecanismos, sin embargo asi como las estatinas, la ezetimiba al ser un
farmaco también requiere el control posoldgico, asi mismo dado que es absorbido por el
organismo conlleva sus propios efectos adversos como miopatia y elevacién de

transaminasas [29].

OH

F

Figura 9. Estructura quimica de la ezetimiba [29]

2.4 Liberacion controlada de farmacos

Un sistema de liberacién controlada se puede definir como un dispositivo o una formulacién
que es capaz de introducir una sustancia terapéutica en el cuerpo de una manera que mejora
su seguridad y eficacia sobre los métodos convencionales. La eficacia mejorada puede deberse
a una mayor localizaciéon del farmaco, una mayor biodisponibilidad del farmaco o una
duracion sostenida de la accion. Un sistema de liberacion que es capaz de lograr un efecto
terapéutico prolongado mediante la liberacién lenta de la sustancia terapéutica durante una
duracion prolongada (dias o meses) después de la administracion de una dosis Unica se
denomina sistema de liberacion prolongada. Los sistemas de liberacion prolongada tienen

varias ventajas que incluyen: (i) menor frecuencia en la administracion, (ii) reduccion de
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efectos secundarios, (iii) niveles de absorciéon de fairmaco estables en plasma, (iv) mejor

cumplimiento del paciente en la terapia [30].

2.5 Acarreadores hibridos lipido-polimero

Dentro de los sistemas de liberacion de farmacos diversos tipos de acarreadores han sido
reportados empleando una gran variedad de materiales en su preparacién entre los cuales se
encuentran los polimeros (nanoparticulas poliméricas, micelas poliméricas, dendrimeros,
etc.), lipidos (liposomas, nanoparticulas lipidicas s6lidas) y metales (oro, plata, silica, etc.), etc.
Las propiedades de dichos acarreadores pueden ser modificadas para obtener un
comportamiento especifico en las condiciones in vivo, como: (i) modificar el tiempo de
permanencia en la circulacion sistémica asi como su estabilidad, (ii) vectorizacién para
reconocimiento y liberacion en sitios especificos, (iii) propiedades de estimulo-respuesta y
(iv) capacidad de diagnéstico y tratamiento, este Ultimo considerado como sistemas
teragndsticos [31].

Entre los diferentes tipos de acarreadores los mas estudiados han sido los acarreadores
poliméricos y los liposomas, debido a sus caracteristicas que presentan con grandes ventajas
en su aplicacion como sistemas de liberacion de farmacos. Las nanoparticulas y
microparticulas poliméricas presentan una alta integridad estructural, estabilidad, y
liberacion controlada. Este tipo de sistemas presentan una gran versatilidad debido a la
amplia cantidad de polimeros con las que pueden ser preparadas, ya sean de origen natural
(quitosano, gelatina, albumina etc.) o sintéticos (acido poli-lactico co-glicdlico (PLGA), acido
lactico (PLA), eudragit, etc.). Sin embargo, entre las principales limitaciones de este tipo de
sistemas se encuentran el uso de solventes téxicos en su preparacién, baja capacidad de
entrampe con farmacos hidrofilicos, citotoxicidad y fugas del fArmaco antes de llegar al sitio
de accion. Por otro lado, los liposomas han sido considerados por muchos autores como un
sistema ideal para liberacién de fArmacos debido a su alta biocompatibilidad ya que por sus
componentes su estructura es basicamente analoga a las membranas biolégicas presentes en
los organismos. Ademas, los liposomas pueden ser preparados empleando fosfolipidos de
origen natural o sintético. Entre sus ventajas se sabe que los liposomas son biocompatibles y
biodegradables, no téxicos, flexibles, no inmunogénicos, etc. Sin embargo, los liposomas son
facilmente eliminados por RES lo que conlleva a una baja biodisponibilidad, ademas tienen

limitaciones en cuanto a su estabilidad fisica, quimica y baja reproducibilidad de lote a lote.
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A fin de mitigar las limitaciones de los acarreadores poliméricos y de los liposomas, en los
ultimos afios surgié una nueva generacién de acarreadores denominados acarreadores
hibridos lipido-polimero. Este tipo de sistemas han sido desarrollados para combinar las
caracteristicas de las nanoparticulas poliméricas y liposomas, como las propiedades
biomiméticas de los lipidos y la arquitectura proporcionada por los polimeros. Asi estos
sistemas son particulas submicrénicas compuestas por al menos dos componentes: polimero
y lipido. Las particulas hibridas lipido-polimero tienen la capacidad de entrampar, adsorber,
0 unir covalentemente diversos tipos de compuestos de interés como farmacos, genes,
proteinas y ligandos para vectorizacién. Se han reportado diversos sistemas empleando
polimeros biodegradables como PLGA, policaprolactona (PCL), dextran, albumina, quitosano
y gelatina. Por otro lado, los lipidos empleados pueden ser de caracter catiénico, anidnico,
neutros o zwiterionicos como lecitina de soya, 1, 1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfocolina
(DPPQC), 1,2-dipalmitoil-3-trimetilamonio-propano (DPTAP), etc. [10,31-33].

Las nano o microparticulas hibridas se pueden clasificar por los diversos tipos de estructuras
formadas, dependiendo del arreglo entre el polimero y los lipidos en el sistema hibrido [10],
se puede encontrar el tipo matriz monolitica o tipo [ y las estructuras tipo capsulares o tipo Il
que corresponden a arreglos tipo nucleo y capa (core-shell). La matriz monolitica o tipo I
consiste generalmente en complejos farmaco-polimero, formados por interacciones idénicas u
otras interacciones, que se distribuyen homogéneamente a lo largo de la fase lipidica. Las
estructuras tipo Il se dividen en dos subtipos en funcion de su nano estructura, (i) nicleo
lipidico/capa de polimero y (ii) nucleo polimérico/capa lipidica. Los hibridos de nucleo
lipidico/capa de polimero consisten en un ntcleo lipidico rodeado por una cubierta
polimérica, que permite la carga de farmacos hidréfobos en el nucleo lipidico y de farmacos
hidrofilos en el recubrimiento polimérico. Las particulas de nicleo polimérico/capa lipidica
estan disenados principalmente para encapsular fArmacos anticancerigenos en el nucleo de
polimero, que luego se recubre con una capa o bicapa lipidica para mejorar la absorcién

celular y la estabilidad coloidal [34] (figura 10).

Figura 10. Estructura general de particulas hibridas lipido-polimero [34]
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Otra variedad considera los liposomas recubiertos por polimeros, que consiste en estructuras
formadas por polimeros adsorbidos (A), anclados (B) o injertados (C) en la superficie de

liposomas a fin de estabilizarlos [10] (figura 11).

Figura 11. Particulas hibridas lipido-polimero a base de liposomas recubiertos por polimeros[10]

En general existen dos tipos de metodologias para la preparacién de particulas hibridas
lipido-polimero, la primera se denomina método en dos pasos, la cual era la mas comtn en los
inicios del desarrollo de este tipo de sistemas. El método convencional de preparacion en dos
pasos consiste en mezclar micro o nanoparticulas poliméricas preformadas con vesiculas
lipidicas preformadas. En este caso las vesiculas lipidicas son adsorbidas en las particulas
poliméricas mediante fuerzas electrostaticas. En esta estrategia, el ndcleo polimérico puede
ser preformado mediante la gran variedad de métodos disponibles como emulsién-difusion,
emulsién-evaporacion, homogenizacion a alto corte, nanoprecipitacion etc. Por su parte los
liposomas también pueden prepararse mediante la metodologia deseada como sonicacién o
extrusion. Con todo, el que los componentes del sistema tengan que ser preformados
representa la principal desventaja de esta técnica ya que se considera poco eficiente en
términos de tiempo y gasto de energia. Debido a esto, se desarrollé6 una nueva metodologia
denominada método de un solo paso, la cual no requiere que los componentes sean
preformados individualmente, sino que consiste en mezclar las soluciones de cadenas
polimérica y lipidicas para que se auto ensamblen para formar las particulas hibridas, las
cuales posteriormente se precipitan mediante diversos métodos como nanoprecipitacion o
evaporacion del disolvente. En este caso el lipido actia ademas como agentes estabilizante de
la particula, por lo que no se requiere la adicion de algin surfactante de tipo iénico o no idnico
como PVA o poloxamero, los cuales se emplean para la fabricacidn de particulas poliméricas

convencionales [31] (figura 12).

17



ANTECEDENTES |

Figura 12. Métodos de preparacién de particulas hibridas lipido polimero (a) método en dos pasos (b)
meétodo en un solo paso [33]

Diversos autores han reportado el uso de acarreadores hibridos lipido-polimero como micro
y nanoparticulas con estructuras tipo core-shell lipido-polimero a base de poli-e-caprolactona
y DESPE para la liberacion de paclitaxel [35], nanoparticulas hibridas a base de gelatina y
lecitina para la liberacién de anfotericina B [9], nanoparticulas de PLGA y diversos aceites
como aceite de oliva para la liberacion de resveratrol [36].

Por otro lado, en las udltimas décadas ha habido un considerable interés en desarrollar
acarreadores basados en materiales biodegradables ya sean de origen natural, sintéticos o
semi sintéticos. Los polimeros de origen natural usualmente se derivan de proteinas como la
gelatina. La gelatina (GEL) es un biopolimero derivado del colageno con amplias aplicaciones
en farmacia y medicamentos debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad en entornos
fisiologicos, bajo costo, facil disponibilidad y baja antigenicidad. La GEL esta compuesta por
18 aminoacidos con cargas positivas y negativas. El comportamiento cationico se debe a los
residuos de lisina (LYS) y arginina (ARG). La GEL se obtiene a través de un proceso de
desnaturalizacion del coldgeno mediante un tratamiento acido o basico, lo que da lugar a dos
tipos de GEL, la tipo A con un punto isoeléctrico (PI) de 6-9 y tipo B con un PI de 4.7-5.4. El
tratamiento basico hidroliza los grupos amida de los residuos de asparagina y glutamina,
dando como resultado una gelatina con alta densidad en grupos carboxilo, disminuyendo su
PL. En contraste el tratamiento acido no afecta significativamente los grupos amida. Asi, la GEL
presenta carga positiva por debajo de su PI via protonacién de los grupos amino, con una

mayor densidad catiénica para la gelatina acida que para la basica. La GEL es considerada por
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la FDA como un excipiente seguro, GRAS (Generally Recognized As Safe), ademas es barata
comparada con otros polimeros biodegradables y de gran abundancia, ya que se obtiene de
origen animal, por lo general la GEL tipo A es de origen porcino, mientras que la tipo B

generalmente es de origen bovino [37] (figura 13).

Figura 13. Estructura y tipos gelatina y su obtencion a partir del coldgeno[37]

Ademas, debido a sus propiedades de formacion de gel, la GEL se ha estudiado ampliamente
en relacién con la preparaciéon de micro y nanoacarreadores, como las nanoparticulas
hinchables para la liberacion controlada de cloroquina [38] e insulina [39].

Las propiedades de la GEL pueden ajustarse facilmente por pH, fuerza iénica y temperatura
sin realizar ninguna funcionalizacién compleja adicional. De hecho, seleccionando el
tratamiento alcalino o acido, el PI se puede adaptar para maximizar la eficacia de carga del
farmaco en funcion de las propiedades electrostaticas de la molécula del farmaco deseado.
Ademas, la cinética de liberacién de la gelatina depende de la degradacion del acarreador, que
puede ajustarse ya sea variando el peso molecular de la gelatina o el grado de
entrecruzamiento durante la preparacion del sistema [37,40].

Entre los métodos reportados para preparacion de micro y nanoparticulas de gelatina se
encuentran: (i) coacervacion, (ii) desolvatacion, (iii) emulsificacion-evaporacion, (iv)
nanoprecipitacion, (v) microemulsion en fase reversa, y (vi) auto ensamblaje, etc.

El método de desolvatacidn se basa en la adicidon de un agente de desolvataciéon como alcohol

0 acetona, a una solucién de gelatina para inducir la precipitacién mediante un cambio en la
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conformacion. Sin embargo, el uso de gelatina nativa produce particulas con distribucién de
tamafio muy amplia debido a presencia de cadenas de diversos pesos moleculares. Asi, la
adicién de un segundo paso de desolvatacién permite la obtencién de particulas con un
tamafio mas controlable y una menor distribucién de tamano de particula. Posteriormente, se
realiza un proceso de entrecruzamiento, el cual es necesario para dar estabilidad y forma,
alargando el tiempo de vida reduciendo la solubilizacién de la particula en agua, mejorar la
estabilidad térmica y mecanica del acarreador en condiciones fisioldgicas, asi como controlar
la velocidad de degradacion in vivo [41].

Se han descrito dos tipos de métodos fundamentales de entrecruzamiento para la gelatina:
fisicos y quimicos. Los métodos fisicos incluyen la radiacion UV y el tratamiento
deshidrotérmico, aunque estos son ineficaces y dificultan el control de la densidad
entrecruzamiento de la matriz de gelatina. Los agentes de entrecruzamiento quimicos se
divide en dos tipos: non-zero length y zero-length. Los entrecruzantes non-zero length son
bifuncionales o polifuncionales y operan formando enlaces con residuos de acido carboxilico
libres o grupos amina entre moléculas de proteinas adyacentes. Ejemplos de estos incluyen
aldehidos como formaldehido, glutaraldehido, gliceraldehido, etc. Los agentes de
entrecruzamiento zero-length activan los residuos de acido carboxilico para reaccionar
directamente con grupos amina en cadenas de proteinas adyacentes. No se introducen
moléculas intermedias entre los residuos entrecruzados, por lo que este proceso puede lograr
el entrecruzamiento de la matriz de gelatina sin integrar moléculas extrafias en la red. Los
agentes entrecruzantes en esta categoria incluyen acil azidas y carbodiimidas solubles en
agua. Por mucho el glutaraldehido (GLU) es el entrecruzante mas estudiado y empleado para
uso con la GEL debido a su bajo costo y alta eficiencia, mediante la reaccién con grupos amino

de los residuos de lisina y hidroxilisina [42].

2.6 Materiales compuestos (compositos)

La hibridaciéon de materiales para la obtencién de materiales compuestos o compositos
(composite) se ha convertido en un tema popular en los ultimos afios, sin embargo, no es un
concepto nuevo. Las propiedades finales de los compuestos hibridos a menudo no son una
simple adicion de las propiedades de los componentes independientes, sino un resultado
unico debido a un efecto sinérgico. Actualmente se desarrollan materiales compuestos con
aplicacion en areas muy diversas, que incluyen recubrimientos, catalisis, Optica,

optoelectrénica y aplicaciones biomédicas. Los materiales compuestos o nanocompuestos
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consisten en matrices de diferentes materiales, que puede ser polimero, metal o ceramico, y a
lo que se agrega la carga, por ejemplo, nanotubos de carbono de pared multiple, carbén
activado, 6xido de grafeno reducido, arcillas naturales, materiales similares a grafeno, etc., que
le da nuevas propiedades al material, lo que ayuda a una aplicacidon especifica. Diversos
estudios demostraron que la mezcla intima de materiales poliméricos con particulas
inorganicas a escala nanométrica puede dar como resultado propiedades inusuales, se han
reportado materiales compuestos o nanocompuestos, que estan formados por nucleos
organico poliméricos recubierto o encapsulado con nanoparticulas inorganicas [43] .En
términos muy generales, el componente polimérico normalmente tiene funciones
estructurales y puede ajustar las caracteristicas mecanicas y la procesabilidad de los
materiales finales, mientras que el componente inorganico puede introducir funcionalidades
especificas (actividad catalitica, luminiscencia, magnetismo, etc.) y/o reforzar las propiedades
mecanicas y propiedades térmicas del polimero [32].

Se pueden distinguir cuatro posibles estrategias en la formaciéon de materiales compuestos
polimero / nanoparticulas inorganicas (figura 14):

I.  La formacién de componentes poliméricos e inorganicos tiene lugar ex situ, y la
nanoparticula hibrida esta formada por su combinacion. Se pueden diferenciar dos
casos: (i) aquellos en los que las cadenas de polimero estdn unidas a particulas
inorganicas; y (ii) aquellos en los que las nanoparticulas de polimero y las
nanoparticulas inorganicas se combinan juntas. En ambos casos, ya sea con cadenas
de polimeros o con particulas, la unién de los componentes puede ser de tipo
covalente o no covalente.

II.  El componente inorganico (tipicamente nanoparticulas inorganicas) se forma ex situ
y, luego, la polimerizacion del componente organico tiene lugar en su presencia.

III. El polimero o las particulas de polimero se forman ex situ y la
precipitacion/cristalizacion del componente inorganico tiene lugar in situ.
IV.  El polimero como los componentes inorganicos se forman simultaneamente in situ,

durante la formacion de nanoparticulas hibridas [32].
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Figura 14. Estrategias de formacién de materiales compuestos a base de polimeros y particulas inorgdnicas

[32]

En el caso de la formacién de los componentes poliméricos e inorganicos ex situ, la union de
polimeros a nanoparticulas inorganicas puede realizarse por medios fisicos mediante
interacciones de tipo no covalentes o covalentes.

En cuanto a interacciones no covalentes se pueden encontrar las interacciones de tipo
electrostaticas con las que la formacion de materiales hibridos se puede dar en 3 mecanismos
diferentes: (i) adicion directa; (ii) desalting y (iii) autoensamble capa por capa (layer by
layer) (figura 15). La adicién directa consiste en la mezcla de ambos componentes para
formar agregados de las dos especies de carga opuesta. Por otro lado, en un proceso de
desalting, tanto las particulas inorganicas como los polimeros se dispersan dentro de un
medio y se estabilizan para que no interactien con la presencia de iones de sales, la
eliminacion de los iones permite una agregacién ordenada. Finalmente, la deposicién capa por
capa (LbL) permite la formacién de recubrimientos altamente controlados, que pueden
producir morfologias jerarquicas atractivas, pero a través de un proceso que lleva bastante

tiempo [32].
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Figura 15. Mecanismos de formacion de materiales compuestos por interacciones electrostdticas [32]

Una forma adicional de lograr la interaccién entre dos materiales de naturalezas
completamente diferentes es modificar sus superficies y luego usar la técnica denominada
heterocoagulacion (figura 16). La heterocoagulacion implica la interaccién y agregaciéon de
particulas de diferente naturaleza para formar un producto hibrido. Algunos autores han
reportado la obtencidn de particulas con morfologia tipo frambuesa (raspeberry-like) por
heterocoagulacién por interacciones electrostaticas de mezclas binarias de particulas con

carga opuesta [32].

Figura 16. Método de heterocoagulacion por interacciones electrostdticas [32]

De esta forma los materiales compuestos empleando arcillas como particulas inorganicas y
las mezclas con polimeros han propuesto como sistemas hibridos de liberacién de farmacos
interesantes. Las arcillas tienen un papel importante en las formulaciones farmacéuticas pues

se emplean tanto como excipientes como principios activos. Las arcillas pueden interactuar
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directamente con moléculas de firmacos y otros componentes de formulaciones tales como
polimeros para obtener materiales compuestos.

En los materiales compuestos la adiciéon de arcillas a los polimeros puede mejorar las
propiedades que influyen en su desempeno en sistemas de liberacion controlada de farmacos
como: hinchamiento, erosion, biodegradacién, estabilidad térmica, estabilidad mecanica y
disolucion. Ademas, hay varios tipos de interacciones entre arcillas y polimeros tales como
puentes de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo, enlaces covalentes, interacciones
electrostaticas e intercambio de cationes, dependiendo del tipo de polimero y el pH del medio
[11].

Dependiendo de la naturaleza de los componentes utilizados (silicato estratificado, cation
organico y polimero matriz) y el método de preparacion, se pueden obtener tres tipos
principales de materiales compuestos cuando una arcilla se asocia con un polimero (figura
17). Cuando el polimero no puede intercalarse entre las laminas de silicato se obtiene
microcompuestos cuyas propiedades se mantienen en el mismo rango que los compuestos
tradicionales. Mas alla de esta familia clasica de compositos, se pueden obtener dos tipos de
nanocompuestos. Compuestos o compositos con una estructura intercalada en la que una
Unica (y a veces mas de una) cadena polimérica extendida esta intercalada entre las capas de
la arcilla dando como resultado una morfologia multicapa bien ordenada construida con capas
poliméricas e inorganicas alternantes. Cuando las capas de silicato se dispersan completa y
uniformemente en una matriz polimérica continua, se obtiene una estructura exfoliada o

deslaminada [44].

Figura 17. Estructuras de materiales compuestos arcilla-polimeros [44]

24



ANTECEDENTES |

La intercalacion de las cadenas poliméricas entre las laminas de arcilla generalmente aumenta
el espaciamiento de la capa intermedia (espaciamiento d), 1o que se puede evaluar mediante
la técnica de difraccion de rayos X de polvos (XRD), ya que dicho incremento conduce a un
desplazamiento del pico de difraccién hacia valores de angulo (2 theta) inferiores. Los valores
de espaciado entre capas y angulo de difraccién (2 theta) se relacionan a través de la Ley de
Bragg (ecuacion 1), donde A corresponde a la longitud de onda de la radiacion de rayos X
utilizada en el experimento de difraccion, d es la separacién entre planos de lared y 0 es el
angulo de difraccién medido o el angulo de desviacién, de esta manera es posible determinar
el tipo de estructura obtenida [44] .

A = 2dsin6
Ecuacién 1. Ley de Bragg

Asi, las estructuras dependeran de las caracteristicas fisicoquimicas de los componentes,
ademas del método de fabricacidn. Los materiales compuestos a base de arcilla y polimeros
se pueden preparar por varios métodos (figura 18), en particular:

I.  Intercalacion-adsorcién de polimeros a partir de una solucion: la arcilla se exfolia
en capas simples usando un disolvente en el que el polimero es soluble. El polimero
luego se adsorbe sobre las capas delaminadas y cuando el solvente se evapora (o la
mezcla precipita), las ldminas se vuelven a ensamblar, intercalando el polimero para
formar, una estructura multicapa ordenada.

II. Intercalacion de polimeros a partir de fusion: la arcilla se mezcla con el polimero
fundido. En estas condiciones y si las superficies de la capa son suficientemente
compatibles con el polimero elegido, el polimero puede introducirse en el espacio
interlaminar y formar un nanocompuesto intercalado o exfoliado. En esta técnica, no
se requiere solvente.

[II.  Intercalacién por polimerizacion in situ: la arcilla es dispersada en un medio liquido
en presencia de un mondémero para que la formacion del polimero pueda ocurrir entre
las laminas intercaladas. La polimerizacién puede iniciarse mediante calor, radiacidn,

o mediante la difusién de un iniciador adecuado [45].
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Figura 18. Métodos de preparacion de materiales compuestos a base de arcilla y polimeros A- Intercalacion-
adsorcién de polimeros a partir de una solucion, B- Intercalacion de polimeros a partir de fusion, C-
Intercalacion por polimerizacién in situ [45]

Durante los ultimos afios, se ha desarrollado la busqueda de nuevas estructuras de materiales
compuestos a base de arcillas y polimero, mediante la interacciéon de diversas arcillas con
acarreadores coloidales poliméricos como micro y nanoparticulas [46].

Asi, en la busqueda de nuevos materiales compuestos se han obtenido diversas estructuras y
combinaciones en las que la arcilla puede encontrarse en el exterior (figura 19-A) o en el
interior del acarreador (figura 19-B y C), dependiendo del método de preparacién asi como
las posibles interacciones entre la arcilla y el polimero. Mas alla de los métodos clasicos de
preparacién de materiales compuestos, han surgido métodos que permiten la formacién de
micro o nano particulas poliméricas, que pueden combinarse con las arcilla de forma in situ
durante el proceso de polimerizacién o ensamble como los métodos de emulsién o mini
emulsion o mediante una interaccién posterior a la sintesis como adsorcion o

heterocoagulacién [46].

Figura 19. Estructuras de materiales compuestos a base de acarreadoresy arcillas [46]

En la literatura, varios autores han reportado sobre la preparacion de materiales compuestos

a base de acarreadores coloidales y arcillas para la liberacion controlada de farmacos, como

26



ANTECEDENTES |

la preparacion de nanoparticulas de PLGA y arcilla montmorillonita mediante el método de
emulsificacion-evaporacién decoradas con anticuerpos para vectorizacion en el tratamiento
de cancer de mama. En este sistema la arcilla no solo contribuye en la liberacién controlada
del farmaco, sino que a su vez actiia como un principio activo al disminuir los efectos adversos
relacionados a la quimioterapia como nauseas, vémito y diarrea [47].

Otro ejemplo es la preparacion de compositos de PLGA y arcilla montmorillonita mediante el
método de doble emulsion y evaporacién de disolvente, para la liberacion controlada de
clorhidrato de propranolol. La arcilla ademéas de favorecer la liberaciéon controlada del
farmaco es capaz de brindar mucoadhesividad para permitir el paso de las nanoparticulas a
través de la barrera del tracto gastrointestinal [48].

Diversas arcillas han sido estudiadas en la preparacion de materiales compuestos y sistemas
de liberacion de farmacos como caolinita, hidrotalcita, brucita, laponita, etc. Sin embargo, la
montmorillonita (MMT) se ha vuelto prominente entre otras arcillas debido a sus diversas
propiedades, abundancia, inocuidad al medio ambiente y quimica bien estudiada. La
montmorillonita fue descubierta en 1847 en Montmorillon en la provincia de Vienne en
Francia, sin embargo, la presencia de minerales arcillosos tiene un origen natural; por lo tanto,
se encuentran en todo el mundo con variaciones en su naturaleza y composicion [49]. La MMT
es un material natural con gran area de superficie interna, alta capacidad de intercambio
catiénico (CIC), alta capacidad de adsorcion, capacidad de hinchamiento, baja o nula toxicidad,
buena biocompatibilidad y es considerado como un material "generalmente reconocido como
seguro” (GRAS) por la FDA. MMT es un silicato de aluminio hidratado estratificado que
pertenece al grupo esmectita de los filosilicatos, es un mineral arcilloso poroso, constituye el
principal componente de la bentonita. El grosor de la capa de cada plaqueta es del orden de 1
nm y la dimensién lateral es de aproximadamente 200 a 600 nm. Estas plaquetas estan
compuestas de una ldmina Al-octaédrica (0) intercalada entre dos laminas de Si-tetraédrica
(T). La substitucién de Si** en la lamina Si-tetraédrica por Al3+ y la substitucion de Al3+en la
lamina Al-octaédrica por Mg?+ produce una carga neta negativa que usualmente es
compensada por la adsorcién de cationes como Li*, Na+ y CaZ* ubicados entre las laminas.
Dichos cationes pueden ser facilmente reemplazados mediante intercambio catiénico con
cationes de tipo organico o inorganico. Estos cationes también se conocen como cationes
intercambiables y la cantidad total de cationes adsorbidos en la arcilla, expresada en
miliequivalentes por cien gramos de arcilla seca, se denomina capacidad de intercambio

cationico (CIC) [50].
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La estructura de lamina triple se apila en capas unidas por fuerzas de Van der Waals en una
configuracién 2: 1 (T-O-T). Las capas se apilan juntas cara a cara para formar lo que se conoce
como red cristalina y la distancia entre el plano en una capa y el plano correspondiente en la

siguiente capa se denomina espaciado basal o espacio-c d(001) [50] (figura 20).

Figura 20. Estructura de una montmorillonita [50]

Ademas, la MMT posee una carga dependiente del pH en sus bordes (E), 1a cual se ha reportado
posee un punto isoeléctrico (PI) entre 5.0 y 7.0. Esto permite que haya interacciones entre las
caras de las laminas (FF), interacciones de borde a cara (EF) y de borde a borde (EE) que
conducen a la formacién de diferentes arreglos estructurales de particulas como “casa de
naipes" (“house of cards”) a pH <7.0, que son responsables de propiedades reoldgicas

interesantes tales como la viscosidad y la respuesta viscoelastica [11,51,52] (figura 21).
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La asociacion de caras de las laminas FF conduce a morfologias como hojuelas o escamas
gruesas y grandes, y la asociacion de EF y EE conduce a estructura tridimensional de "casa de
naipes”. Este tipo de asociaciones también conduce el comportamiento de las arcillas a los
fenémenos de agregacion y floculacidn. La agregacion se describe mejor por la asociacidon FF,
y se refiere a la formacién de agregados en forma de plaquetas paralelas, en este caso
disminuye la estructura tipo gel porque reduce el niimero de unidades disponibles para
construir estructuras y la superficie disponible para la interaccién de particulas. El fen6meno
opuesto a la agregaciéon se conoce como dispersién. Por su parte, la floculacién de
suspensiones de arcilla ha sido referida como una consecuencia de asociaciones EF y EE,
responsables de la estructura continua de tipo gel en las suspensiones de arcilla MMT.
Ademas, se han propuesto otras teorias que sugieren que las propiedades del gel de las
dispersiones de arcillas son la consecuencia de las interacciones de largo alcance entre las

caras de las particulas [50].

Figura 21. Asociaciones de particulas de arcilla: A-dispersas, B-cara a cara (FF), C-borde a cara (EF) y D-
borde a borde (EE) [50]

Ademas, diversos autores han reportado que dependiendo de las condiciones de pH y la
concentracion de sales, se pueden formar diferentes arreglos de tipo EE y EF entre particulas
de arcilla. Cuando los bordes son positivos, las plaquetas se flexionan hacia una cara negativa.
Cuando los bordes son negativos, las plaquetas se ven forzadas a adoptar una orientacién de
tipo mas paralela. Por esta razdn, el pH del medio es un parametro importante relacionado

con la estructura del gel de las dispersiones de arcillas (figura 22) [50].

Figura 22. Influencia del pH en las interacciones borde-cara (EF) [50]
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2.7 Propiedades reoldgicas de las arcillas

La agregacion de las particulas de arcilla bajo condiciones variables de pH y electrolitos
conduce a fuertes variaciones de las propiedades de flujo.

Las propiedades reoldgicas y, en particular, las propiedades viscoelasticas son factores
importantes en diferentes dreas de procesos farmacéuticos. Las mediciones viscoelasticas son
herramientas valiosas para el control de calidad de ingredientes y productos finales. La
viscoelasticidad afecta los procesos de fabricacién como la mezcla, el bombeo, la agitacion, el
llenado y la esterilizacion. Ademas, tiene influencia en la liberacién de farmacos desde
sistemas de interés que pueden investigarse mediante mediciones viscoelasticas.

El comportamiento al flujo de cualquier sistema se describe en términos de la relacion entre
el esfuerzo de corte (shear stress) (t) y la velocidad de corte (shear rate) (y). La velocidad
de corte se define como el cambio de posicion de un elemento de volumen por unidad de
tiempo, y el esfuerzo de corte es la fuerza tangencial aplicada por unidad de area. La relacién
de tension de corte (t) y la velocidad de corte, se llama viscosidad (1) que es la medida de la

resistencia al flujo de un fluido(ecuacién 2) [50].

T
n=-
Y

Ecuacion 2. Viscosidad

La curva de flujo de esfuerzo de corte en funcién de la velocidad de corte se denomina curva
de consistencia, donde se pueden distinguir cuatro tipos de flujo: newtoniano, adelgazante
al flujo o pseudopldstico, pldstico de Bingham y engrosante al flujo o dilatante (figura
23). Cuando el esfuerzo de corte es directamente proporcional ala velocidad de corte, el fluido
es newtoniano y muestra una viscosidad constante. En los otros tipos de comportamiento de
flujo, la viscosidad varia con la velocidad de corte y estos se denominan fluidos no

newtonianos.

Figura 23. Tipos de fluidos
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Se ha reportado que las dispersiones de arcillas pueden presentar comportamientos no
newtonianos del tipo adelgazante al flujo y comportamiento de flujo dependiente del tiempo,
conocido como tixotropia. Después de mezclar una suspensiéon de arcillas, la viscosidad
disminuye, ademas, cuando la dispersion de arcilla se somete a una velocidad de cizallamiento
constante, la viscosidad disminuye con el tiempo a medida que la estructura tridimensional
tipo gel se destruye, hasta que se alcanza una viscosidad de equilibrio. En general, se ha
reportado que las propiedades de flujo de las arcillas son dependientes de parametros como
pH, concentracién de arcilla, concentraciéon de sales, tipo de sales, etc. Por otra parte para
investigar la estructura, estabilidad, floculacién y propiedades de flujo de las dispersiones de
arcillas es a través de mediciones de sus propiedades viscoelasticas.

Los métodos de medicién de las propiedades viscoelasticas se puede realizar mediante una
prueba de cizalla oscilatoria, que miden la respuesta de los materiales viscoelasticos a la
cizalla oscilatoria de baja amplitud de deformacién. En la cizalladura oscilatoria, se define un

modulo complejo G * a través de la ecuacién 3:

7(t) = G*(w)y(t)

Ecuacién 3. Médulo complejo (G*)

Donde G* esta en funcién de la frecuencia (w), t es el tiempo lag de la frecuencia

G =|G"|cosd
G’ =|G"|siné
G =G +iG”
Ecuacién 4. Médulo eldstico (G’), ecuacién 5.médulo viscoso (G”) y ecuacion 6. médulo complejo (G*) en
funciénde G’y G~

Donde i =+v/—1, G 'y G " representan el médulo eldstico y médulo viscoso respectivamente
(ecuacién 4,5 y 6). El moédulo eldstico (G') es la parte del médulo que esta en fase con la
deformacion, y es una medida de la energia almacenada elasticamente durante un ciclo de
deformacion. El médulo viscoso (G") es la parte del mdédulo que estad desfasada y da una
medida de la energia disipada en un ciclo, representa el componente viscoso [50].

Se ha reportado que en la preparacion de materiales compuestos la incorporacion de arcilla
en el polimero puede mejorar significativamente sus propiedades reolédgicas y por ende su
respuesta viscoelastica, dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas del polimero y la
arcilla. Se ha observado que la adicién de arcillas produce un aumento en la viscosidad e
induce cambios en el comportamiento de flujo newtoniano a no newtoniano adelgazante al
flujo con tixotropia. Dichos cambios se han atribuido a la formacién de puentes de hidréogeno

entre los grupos silanol de la arcilla y los grupos cargados de los polimeros [45].
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Asi mediante estudios reoldgicos de las propiedades viscoelasticas como la determinacién de
los médulos G'y G” es posible evaluar la estructura interna de las dispersiones de materiales

compuestos asi como las posibles interacciones entre arcillas y polimeros.

2.8 Adsorcion en arcillas

Una de las principales caracteristicas de las arcillas es su gran capacidad de adsorcién por la
cual han sido ampliamente utilizadas en diversas aplicaciones como la remocién en efluentes
0 aguas residuales de contaminantes como colorantes [53], fAirmacos [54] y desechos
industriales [55]. Ademas también se han empleado para la preparacion de sistemas de
liberacién de uso terapéutico mediante adsorcién de moléculas de interés como farmacos [56]
e incluso acidos nucleicos [57].

Se conoce como adsorcion al proceso que ocurre cuando un soluto (adsorbato) ya sea un gas
o liquido se acumula en la superficie de un sé6lido o un liquido (adsorbente), formando una
pelicula molecular o atémica. Generalmente, el adsorbente tiene una captacién total fija,
donde un soluto particular es reemplazado por otro como en procesos de intercambio i6nico.
Cuando un adsorbente se pone en contacto con un liquido que contiene un soluto adsorbible,
se produce la adsorcion hasta que se alcanza el equilibrio o cuando la superficie de un
adsorbente se satura con el adsorbato. El proceso de adsorcién se puede dividir en dos tipos
principales, quimisorcién que implica interacciones mediante enlaces quimicos y fisisorcion
que se refiere a interacciones moleculares débiles como fuerzas de Van der Waals,
interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno, electrostaticas, dipolo-dipolo, etc. [58]. En
las arcillas, la capacidad de adsorcién depende de varios factores como la carga negativa que
favorece la adsorcion de cationes, porosidad y area superficial que generalmente es
directamente proporcional a la capacidad de adsorcion, por lo cual también se ha buscado
mediante diversos métodos aumentar el area superficial a fin de aumentar la adsorcién. Por
otro lado, el tamafno de las particulas de las arcilla juega un papel indispensable en las
interacciones interfasicas que incluyen procesos de intercambio iénico y adsorcidn, ya que un
menor tamafio de particulas favorece el equilibrio y una capacidad de adsorcién casi maxima
al reducir la difusién interna y la limitacion en transferencia de masa en la penetracion del
adsorbato dentro del adsorbente [58].

Debido a esto es de gran importancia la caracterizacion de las propiedades de adsorcion de
las arcillas mediante técnicas instrumentales, asi como un analisis descriptivo del proceso de

adsorcion mediante modelos matematicos como las isotermas.
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2.9 Isotermas de adsorcion

Las isotermas de adsorcion describen el mecanismo o proceso de interaccién entre moléculas
de adsorbato con sustratos que son materiales adsorbentes, en el cual se establece un
equilibrio cuando la cantidad de adsorbato que esta siendo adsorbido es igual a la cantidad
desorbida, de manera que la concentracion de la solucién al equilibrio permanece constante.
Al graficar la concentracidn en la fase so6lida en funcién de la concentracion en la fase liquida
representa la isoterma de adsorcién al equilibrio.

Existe una gran variedad de teorias de adsorcion y modelos disponibles para el analisis y
descripcion del fendmeno de adsorcién incluyendo Langmuir, Freundlich, BET, Tempkin,
entre otros. Sin embargo, las ecuaciones empleadas mas frecuentemente son Langmuir y

Freundlich [59].

2.9.1 Isoterma de Langmuir

El modelo de Langmuir (Langmuir, 1918) se desarrolld originalmente para describir la
adsorcion de gases a una superficie, sin embargo ha sido usado ampliamente para describir la
adsorcion de todo tipo de solutos. La isoterma de Langmuir parte de las hipdtesis que la
adsorcién se da en monocapa (la capa adsorbida tiene el espesor de una molécula de
adsorbato) y tiene lugar en sitios homogéneos y especificos dentro del adsorbente. Una vez
que se ocupa un sitio, no puede haber mas adsorcién en ese sitio; y l1a energia de adsorcién es
constante y no depende del grado de ocupacidn de los centros activos de un adsorbente.
Ademas, la fuerza de atracciéon intermolecular disminuye con la distancia y el adsorbente tiene
una capacidad finita para el adsorbato, por consiguiente, en el equilibrio, se alcanza un punto
de saturacion donde no puede ocurrir mas adsorciéon. Finalmente, el adsorbente es
estructuralmente homogéneo, es decir todos los sitios son idénticos y energéticamente
equivalentes, ademas considera que no hay interaccion entre moléculas adsorbidas y los sitios

vecinos [59]. El modelo de Langmuir se representa mediante la ecuacién 7:

_ KLCe
Qe =717 a,C,

Ecuacion 7. Modelo de Langmuir

Donde C.(mg L1) y q. (mg g-1) son la concentracion de la solucién al equilibrio, y la cantidad

de adsorbato por gramo de adsorbente, es decir las concentraciones del adsorbato en la fase
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liquida y sélida respectivamente. K (L g1) y a; (L mg-1) son las constantes de Langmuir; a.se
relaciona a la energia libre o a la entalpia neta de adsorcién (aL « e-*H/RT), mientras que K; es
la constante de equilibrio de Langmuir. Ademas, la constante Q (mg g1) (Ki/ aL) que se define
como la capacidad de saturacién de la monocapa que representa la capacidad de adsorcion
maxima de un adsorbato en un adsorbente [53].

La linearizacion de la ecuacién de Langmuir (ecuacion 8) permite calcular los valores de las

constantes:
C 1 a
“-_4+tLg,
. K. K.

Ecuacién 8. Linearizaciéon del modelo de Langmuir

La forma de la isoterma se puede expresar en términos de R;, una constante adimensional
denominada factor de separacién o parametro de equilibrio que se define en relaciéon a aL y
Co (concentracion inicial) (ecuacién 9):

_ 1

1+ a,C,

Ecuacion 9. Factor de separacion o parametro de equilibrio

Ry

El valor de R indica el tipo de isoterma en términos del tipo de interaccién siendo (i) no

favorable (R, >1), (ii) lineal (R, =1), (iii) favorable (0<R.<1) e irreversible (R, =0) [53].

2.9.2 Isoterma de Freundlich

El modelo de Freundlich (ecuacién 10), es esencialmente una ecuaciéon empirica, y es la
relacion conocida mas antigua que describe el proceso de adsorcion. La isoterma supone que
los sitios de la superficie del adsorbente tienen un espectro de diferentes energias de enlace
[53]. Esta isoterma se emplea para describir un proceso de adsorcién con la formacién de
multicapas con interacciones entre las moléculas adsorbidas. El modelo predice que la
adsorcién aumentara en relacién directa al aumento de la concentracién en la fase liquida, ya
que no tiene la restriccién de una monocapa. El modelo se aplica a la adsorcidn en superficies
heterogéneas y adsorcion reversible. La aplicacién de la ecuacién de Freundlich sugiere que
la energia de adsorcién disminuye exponencialmente al completarse los centros de adsorcion

de un adsorbente. La isoterma de Freundlich se expresa mediante la siguiente ecuacion:

_ 1/nf
qe = KF Ce
Ecuacion 10. Modelo de Freundlich
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Donde C.(mg L1) y q. (mg g-1) son la concentracion de la solucién al equilibrio, y la cantidad
de adsorbato por gramo de adsorbente, es decir las concentraciones del adsorbato en la fase
liquida y solida respectivamente. Kr (L-1g) es la constante de capacidad de adsorcién de
Freundlich y 1/nr es el factor de heterogeneidad, estas son constantes empiricas que
dependen de las condiciones ambientales de la adsorcién. El valor de 1/nr se presenta en un
intervaloentre 0 y 1 e indica el grado de linealidad entre la concentracion de la fase liquida y
la cantidad de adsorcién, de manera que la relaciéon puede ser lineal (1/nr=1), mediante
adsorcién quimica (1/nr<1), o mediante un proceso fisico (1/nrf>1), mientras mas
heterogénea sea la superficie del adsorbente el valor de 1/nr sera méas cercano a 0 [59].

La linearizacion de la ecuacion de Freundlich permite calcular los valores de las constantes de
acuerdo a la siguiente ecuaciéon 11:

1
logq, = InKp + n—FlogCe

Ecuacion 11. Linearizacion del modelo de Freundlich

2.10 Mucoadhesion

La bioadhesion se puede definir como el estado en el cual dos materiales, al menos uno de los
cuales es de naturaleza biolégica, se mantienen unidos durante largos periodos de tiempo por
fuerzas interfaciales. Cuando la adhesién es a una membrana de mucosa, el fenémeno se
conoce como mucoadhesion [60].

Las mucosas son la superficie himeda que recubren las paredes de diversas cavidades
corporales, como el tracto gastrointestinal y respiratorio. El moco esta compuesto
principalmente de agua (~95.0%), otras moléculas pequefias (~2.0%) como sales, lipidos,
acidos grasos, fosfolipidos, etc. y glicoproteinas de alto peso molecular (>106) conocidas como
mucinas (~3.0%), que son responsables de sus propiedades viscoelasticas y de la formacién
de estructuras tipo gel. Las mucinas se componen de un esqueleto polipeptidico lineal con
cadenas de oligosacaridos con dominios glicosilados que estan enriquecidos con residuos de
serina y treonina, mientras que los dominios no glicosilados contienen cisteina y otros
aminoacidos cargados. El caracter electrostatico de la mucina esta controlado por residuos de
aminoacidos como acido aspartico (pKa~4), acido sialico (pKa~2.6) y grupos sulfato (pKa~1),
lo que demuestra la importancia del efecto del pH sobre el comportamiento de la mucina [61-
63]. La teoria de la mucoadhesién se introdujo en el area de los sistemas de liberacion

modificada a principio de la década de 1980. Este fenémeno tiene el potencial de optimizar la
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liberacién controlada de farmacos a través de ventajas como lograr una distribucion
localizada mediante la colocacion espacial por ejemplo dentro del tracto gastrointestinal (TGI)
0 como en la administracién sistémica manteniendo la formulacién en contacto intimo con
tejidos o células en el sitio de absorcidn como en el caso de la via nasal y vaginal. Ademas,
permite alcanzar una mayor absorcién prolongando el tiempo de residencia en el sitio de
absorcion, como en la via oral actuando como un mecanismo gastro-retentivo [64].
Actualmente, el fendmeno de mucoadhesidn se puede explicar por seis teorias: electronica,
adsorcién, humectabilidad, difusién, fractura y mecanica. Sin embargo, de manera general el
mecanismo de mucoadhesién se divide en dos pasos: (i) etapa de contacto y (ii) etapa de
consolidacion. La primera etapa se caracteriza por el contacto entre el material mucoadhesivo
y la mucosa, con la propagaciéon e hinchamiento de la formulacidn, iniciando su contacto
profundo con la capa de moco. En la etapa de consolidacion los materiales mucoadhesivos se
activan por la presencia de humedad, la cual plastifica el sistema, permitiendo que las
moléculas cadenas se relajen y se entrelacen mediante interacciones débiles como puentes de
hidrogeno y fuerzas de Van der Waals. Basicamente, hay dos teorias que explican el paso de
la consolidacion: la teoria de la difusion y la teoria de la deshidratacidn. Segtin la teoria de la
difusion, los materiales mucoadhesivos y las glicoproteinas del moco interactiian mediante la
interpenetracion de sus cadenas y la formacion de enlaces secundarios, lo cual se ve
favorecido con materiales con grupos funcionales para formas puentes de hidrogeno (-OH, -
COOH), una carga superficial anidnica, alto peso molecular, cadenas flexibles entre otras. De
acuerdo con la teoria de la deshidrataciéon, los materiales que son capaces de gelificar
facilmente en un ambiente acuoso, cuando se pone en contacto con el moco pueden causar su
deshidratacién debido a la diferencia de la presion osmética. El gradiente de concentracion
atrae el agua al material mucoadhesivo hasta alcanzar el equilibrio osmético. El movimiento
del agua conduce a la consolidacién del enlace adhesivo, pero no una interpenetracion de
cadenas [65].

En particular, se ha reportado la adicion de MMT a polimeros para obtener materiales
compuestos a base de arcillas y polimeros para aplicaciones como sistemas de liberacién de
farmacos, ha demostrado mejorar la captacion celular, pero también mejorar la
biodisponibilidad oral por un mecanismo de mucoadhesion [48,66]. Algunos autores han
informado que la MMT posee una buena bioadhesividad debido a su gran area superficial,
propiedades hidrofilicas, carga negativa y posiblemente a la interacciéon debida a puentes de

hidrogeno y fuerzas de Van Der Waals entre los grupos hidroxilo de MMT y las células mucosas
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[13].Se han propuesto varias estrategias in vitro para estudiar la mucoadhesién de los
sistemas de liberacién de farmacos, como mediciones con texturémetros para evaluar la
fuerza necesaria para romper las uniones adhesivas, o para evaluar la cantidad de particulas
de polimero adheridas a un tejido de la mucosa como elipsometria y reologia [67]. Un método
reolégico in vitro que implica el uso de mucinas aisladas del tejido mucoso, fue propuesto por
primera vez por Hassan y Gallo (1990), con un ensayo viscosimétrico que expone que la
mezcla de polimeros bioadhesivos y una dispersién de mucina mostraron una mayor
respuesta reoldgica que la suma de los valores de los componentes individuales, es decir el
polimero y la mucina, lo cual se denominé sinergismo reolégico. Mas tarde, el método se
adapt6 a pruebas de cizalla oscilatoria para evitar la destruccion de la red polimero-mucina

[64,68].

En general, se ha reportado que el entrecruzamiento fisico en las cadenas, el cambio
conformacional y las interacciones quimicas (como puentes de hidrégeno y Van der Waals),
que ocurren entre un polimero mucoadhesivo y la mucina (o moco), pueden producir cambios
en el comportamiento reoldgico. Por eso el sinergismo reoldgico se ha propuesto como un
parametro para determinar las propiedades mucoadhesivas de los materiales in vitro. Un
valor mayor de sinergismo reoldgico se relaciona con una interaccién mas fuerte entre los
componentes [69]. El método reolégico también se ha empleado para analizar las
interacciones de mucina con acarreadores coloidales de farmacos como nanoparticulas para
la evaluacién de la mucoadhesion en nanoparticulas de quitosano para liberacién de farmacos

por via ocular [70] y nanoparticulas que penetran las capas de mucosa [71].

El sinergismo reolédgico se puede determinar en funcién de los médulos dindmicos elastico
(G’) y viscoso (G”) (ecuacion 12 y 13) que reflejan el comportamiento tipo sélido y tipo
liquido respectivamente. El sinergismo reoldgico o interaccién entre el polimero y mucina
(AG’y AG”) es la diferencia entre las propiedades viscoelasticas de la mezcla sistema-mucina
(G'mezclay G 'mezcla) ¥ 1a suma las propiedades viscoelasticas del sistema (G mezcia ¥ G 'mezaa) ¥ 12

mucina (G,mucina y G”mucina) [72;73]

AG" = G’mezcla - (Gs,istema + G’mucina)

rr__ rr i rr
AGT =G mezcla — (G sistema +G mucina)

Ecuacién 12. Sinergismo reolégico en funcién de G’y Ecuacién 13. Sinergismo reolégico en funcién de G”
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I11. JUSTIFICACION

e Frecuentemente la inhibicién hepatica de sintesis de colesterol, asi como los
medicamentos convencionales para el tratamiento de la hipercolesterolemia y las
enfermedades cardiovasculares, resultan en tratamientos prolongados de baja

eficiencia y relacionados a efectos adversos.

e Esnecesario el desarrollo de nuevos sistemas de liberaciéon de fArmacos que por medio
de la combinacién de diversos mecanismos disminuyan la concentracion del colesterol
en sangre para prevencion y tratamiento de hipercolesterolemia y enfermedades

cardiovasculares.

e Los materiales compuestos (compositos) a base de microparticulas hibridas
poliméricas biodegradables y montmorillonita representan una alternativa interesante
y prometedora para liberacidn controlada de atorvastatina cdlcica y lograr una

disminucién del colesterol en la sangre mediante mecanismos combinados.

IV. HIPOTESIS

e Unnuevo material compuesto (composito) a base de montmorillonita y microparticulas
hibridas lipido-polimero acarreadoras de atorvastatina disminuira las concentraciones
plasmaticas de colesterol mediante la combinaciéon de mecanismos de inhibicién a nivel

hepatico e intestinal.
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V.OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

e Desarrollar y caracterizar un material compuesto (composito) a base de
microparticulas hibridas (lipido-polimero) y arcilla (montmorillonita) como sistema de
liberacidn controlada de atorvastatina calcica para disminuir los niveles de colesterol

en sangre mediante mecanismos combinados.

5.2 Objetivos particulares

e Seleccionar la arcilla montmorillonita o bentonita (MMT y BEN) para la preparacion del
composito a través de su caracterizaciéon mediante tamafio de particula, indice de
polidispersion (PDI), potencial Z, espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR), difraccién de rayos X de polvos (XRD), capacidad de intercambio
catiénico (CIC), microscopia electrénica de barrido (SEM) y determinacion de area

superficial y porosidad por el método de BET (Sger).

e Evaluar la capacidad de adsorcién de las arcillas mediante isotermas de adsorcién de

azul de metileno y colesterol.

e Preparar microparticulas hibridas (lipido-polimero) cargadas con atorvastatina calcica

(AC), empleando el disefio de experimentos mediante un arreglo ortogonal Taguchi.

e (Caracterizar las microparticulas mediante diversas técnicas como potencial Z, tamafio

de particula, PD], eficiencia de entrampe, FT-IR y SEM.

e Preparar el material compuesto (composito) a base de microparticulas hibridas y arcilla

seleccionada MMT.

e C(Caracterizar el sistema preparado, mediante diversas técnicas como FT-IR, XRD,

tamafio de particula, PDI, potencial Z, calorimetria diferencial de barrido (DSC) y SEM.
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Evaluar el perfil de liberacién mediante estudios in vitro por el método de bolsa de
dialisis en diferentes medios simulando condiciones del TGI para las microparticulas

hibridas y material compuesto.

Caracterizacién de las propiedades reolégicas de las microparticulas y material
compuesto, mediante pruebas de cizalla simple y oscilatoria, ademas evaluar el efecto

del pH en las propiedades reoldgicas.

Realizar estudios in vitro de citotoxicidad mediante la determinacién de viabilidad

celular en cultivo de fibroblastos linea NIH3T33T3 durante 24 h.
Evaluar la capacidad de mucoadhesion de las microparticulas y material compuesto

mediante pruebas reoldgicas de cizalla oscilatoria y determinaciéon del sinergismo

reoldgico.
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VI. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1 Materiales

Montmorillonita Nanoclay hidrophilic bentonite Nanomer® de Nanocor corporation,
montmorillonita K10® y montmorillonita K30® (Sigma-Aldrich), bentonita Tonsil® tratada con
H2S04, bentonita Tonsil® modificada con lisina (Siid-Chemie), azul de metileno polvo (Sigma-
Aldrich) y colesterol (Central de Drogas S.A de C.V). Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4),
hidréxido de sodio (NaOH), acido clorhidrico (HCI), acido sulfurico (H2S04), cloruro de potasio
(KCI) se compraron de ].T. Baker.

Gelatina (tipo B, gel strength ~225 g Bloom), lecitina de soya (L-a-Phosphatidylcholine from
egg yolk, ~60% TLC), atorvastatina calcica trihidratada (AC) (Sigma-Aldrich). Glutaraldehido
(GA) grado I (25% v/v) (Merck). Bolsas para dialisis de celulosa regenerada (MWCS 12-14 kDa)
(Spectra/Por, USA). Se emple6 agua ultra pura con 18.2 MQ cm a 25.0+1°C obtenida a partir de
agua destilada con un equipo Barnstead nanopure diamond system. Todas las soluciones
amortiguadoras fueron preparadas de acuerdo a la USP30-NF25. El bromuro de 3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) y dimetilsulféxido (DMSO) se compraron de J.T
Baker. El medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, glucosa alta, L-glutamina, rojo fenol

y piruvato de sodio), suero fetal bovino (SFB) y tripsina-EDTA se obtuvieron de Biowest.

6.2 Caracterizacion de montmorillonitas (MMT) y bentonitas (BEN)

6.2.1 Tamaiio de particula y potencial Z (%)

Se determin6 el didametro hidrodinamico, indice de polidispersién (PDI) y potencial Z (§) para
MMT y BEN mediante la técnica de dispersién dindamica de luz (DLS) usando un equipo
Zetasizer Zen3600 (Malvern Instruments) a 25.021.0°C con un angulo de deteccién de 173° a

una dispersion de cada arcilla en agua desionizada (1mg mL-1) (n=3).

6.2.2 Determinacion de capacidad de intercambio catidnico (CIC)

La determinacion de CIC (ecuacion 14) de las arcillas se realiz6 de acuerdo con el método de

prueba estandar para indice de azul de metileno de arcilla (ASTM C 837-81). Se coloc6 una
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cantidad de arcilla (2.0 g) en un vaso de precipitados; se afiadié agua desionizada (300.0 mL) y
suficiente acido sulftrico (HzS04) (5.0 N) para llevar el pH en un intervalo de 2.5 a 3.8. Después
de ajustar el pH, se agregd a una bureta una solucién de azul de metileno (0.1 meq mL1) y se
afiadié (5.0 mL) a la suspension de arcilla con agitacién magnética durante 1 a 2 minutos.
Finalmente, se colocé una gota de la suspensién en un papel filtro. La soluciéon de azul de
metileno se adicion6 en incrementos de 1.0 mL bajo agitacién magnética constante. Después de
cada adicion se afiadié una gota de la suspension de arcilla sobre papel filtro. El punto final se

observo por la formacién de un halo azul claro alrededor de la gota [74].

cic =2Y100
w

Ecuacién 14. Capacidad de intercambio cationico (CIC)

En la ecuacion 14, CIC es la capacidad de intercambio catiénico en equivalentes 100 g1 de
arcilla, E son equivalentes de azul de metileno por mililitro, V son los mililitros de solucién de
azul de metileno requeridos para la titulaciéon y W son los gramos de arcilla seca. Se realizaron

determinaciones por triplicado (n=3) y se presentan los datos como media +DE.

6.2.3 Determinacion de area superficial BET (Sser) y porosidad

El area superficial (Sger) Brunauer-Emmett-Teller (BET), volumen total de poro y tamafio
promedio de poro se obtuvieron a partir de isotermas de adsorcién-desorcién de gas nitrégeno
(N2) a 77 K en un equipo Nova 2200e (QuantaChrome Instruments). Las muestras de arcillas
(~0.2 g) se desgasificaron mediante vacio y calentamiento a 120.0+1° C durante 24 h,
empleando celdas de vidrio de 9.0 mm de tallo largo sin bulbo a una presién relativa de

P/Po~0.30.

6.2.4 Espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

Las montmorillonitas y bentonitas se caracterizaron mediante FT-IR. Los espectros se
registraron con un espectrofotémetro Spectrum 400 FTIR/FIR (Perkin-Elmer). Los espectros

infrarrojos de las muestras se midieron en un intervalo de longitud de onda de 4000-400 cm-1.

42



METODOLOGIA EXPERIMENTAL [

6.2.5 Difraccion de rayos X de polvos (XRD)

Se realiz6 la caracterizacion mediante difraccion de rayos X de polvos (XRD) de las
montmorillonitas y bentonitas, dentro del intervalo del &ngulo de dispersion de 20 = 2-70 auna
velocidad de 0.01 ° s-1. Los difractogramas de XRD se obtuvieron con un difractometro de rayos

x, modelo d8 Advance Davinvi y se analizaron con el software Match! 3®.

6.2.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se determind la morfologia de las montmorillonitas de estudio como polvo seco, mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) empleando un microscopio JSM-35 CF, JEOL a 20.0

kV con recubrimiento de oro.

6.2.7 Isoterma de adsorcion de azul de metileno (AM)

Se construyeron isotermas de adsorcion de azul de metileno (AM) como catién modelo por
triplicado. Se colocéd una cantidad conocida de cada arcilla (0.05 mg) mediante una solucién
stock en contacto con una soluciéon de AM en concentraciones crecientes de 2.0 a 6.5 mg L-L. Se
mantuvo en agitacién magnética constante a 200.0 rpm durante 30 minutos y posteriormente
se centrifugo a 14000 rpm durante 10 minutos (Sorvall Biofuge Primo R). Se analiz6 el
sobrenadante mediante espectrofotometria UV-VIS a la longitud de maxima absorbancia (Amax=
665.0 nm) empleando un espectrofotémetro S2000 utilizando una fuente de luz de deuterio
DT1000, con una interfaz SAD500 (Ocean Optics, Inc.), con una celda de cuarzo de 10 mm de
longitud (Prolab). Se determind la concentracién de AM libre mediante una curva de calibracion
de 9 puntos en un intervalo de concentracién de 0.0005 a 0.0065 mg mL-! (n=3). Los resultados
obtenidos se ajustaron a la ecuacion lineal de los modelos de Langmuir y Freundlich y se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) con el software Statgraphics Centurion XVIII®.

Se emplearon las ecuaciones lineales de los modelo de Langmuir y Freundlich:
C. 1 4 ar, c
—=—+—=C,
9. K. K,
Ecuacion 8. Linearizacion del modelo de Langmuir

1
logq, = InKp + n—FlogCe

Ecuacion 11. Linearizacion del modelo de Freundlich
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Donde K., es la constante de Langmuir (L mg1), gmax €s la capacidad de adsorcién maxima (mg
g1), que corresponde a la capacidad de adsorcion al equilibrio (mg g1) que se calcul6 de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

(CO - Ce)V
Qe = ——;

Ecuacion 15. Capacidad de adsorcién al equilibrio

Donde Cy es la concentracién inicial de AM (mg L-1), Ce es la concentracién de AM al equilibrio

(mg L1), V es el volumen de la solucidn (L) y M es la masa de la arcilla (g) [55].

6.2.8 Isoterma de adsorcion de colesterol

Se construyeron isotermas de adsorcion de colesterol como molécula de interés por triplicado.
Se coloc6 una cantidad conocida de cada arcilla (100.0 mg) la cual se dispers6 mediante
agitacion magnética durante 30 minutos en etanol. Posteriormente, se adicionaron
concentraciones crecientes de colesterol en el intervalo de 60 a 600 mg L! mediante una
solucion stock (3.0 g L-1). Se mantuvo en agitacién magnética constante a 150.0 rpm durante 4
horas a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugo a 14000 rpm durante 10 minutos
(Sorvall Biofuge Primo R). Se analiz6 el sobrenadante mediante cromatografia de gases con
detector de ionizacion de llama (GC-FID) con una columna de 30 m, con DI 0.320 pm, grosor de
0.25 pm de (5%-fenil)-metilpolisiloxano. Se determind la concentracién de colesterol libre
mediante una curva de calibracién de 7 puntos en un intervalo de concentracion de 0.1-0.5 mg
mL1 (n=3). Los resultados obtenidos se ajustaron a la ecuacién lineal de los modelos de
Langmuir y Freundlich y se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) con el software

Statgraphics Centurion XVIII®.

6.3 Preparacion de microparticulas hibridas lipido-polimero (MP)

Se prepararon microparticulas hibridas a base de lipidos y polimeros (MP) mediante el método
de desolvataciéon en dos pasos previamente reportado en la literatura con algunas
modificaciones [9,41]. Se disolvid la gelatina (GEL) en agua desionizada a 40.0+1.0°C con
agitacion magnética constante a 250 rpm. Se adicioné acetona como agente de desolvatacion
para precipitar las cadenas de GEL de alto peso molecular (HMW). El sobrenadante se elimind
por decantaciéon y el precipitado se redisolvi6 en agua desionizada a 40.0+1.0°C,

posteriormente la solucidn de GEL se ajusté a un pH de 3.0+0.1 con HCI 0.2 M. Por otro lado, se
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disolvié atorvastatina calcica (AC) y lecitina de soya (100.0 mg) en metanol a temperatura
ambiente y mediante agitacion magnética constante. La solucién de AC/lecitina se anadi6 gota
a gota con bomba peristaltica (Minipuls 3, Gilson) a la solucién de GEL manteniendo agitacién
magnética constante. El metanol se evaporé a temperatura ambiente durante 12 h y se afiadié
acetona gota a gota con agitacion constante para precipitar las MP hibridas. Finalmente, se
afiadié una solucién acuosa de glutaraldehido (2.0 % v/v) como agente entrecruzante y se
mantuvo en agitacién magnética constante durante 12 h.

A fin de optimizar la metodologia de obtencién de MP se investigd el efecto de diversas
condiciones en la fabricacidn de las MP evaluando el efecto de la velocidad de agitacion (rpm),
cantidad inicial de atorvastatina (mg), volumen de adicién del fArmaco (metanol, mL), volumen
del agente de desolvatacion (acetona, mL), concentracién de la solucidn de gelatina (mg mL-1)
y volumen del agente entrecruzante (2.0 % v/v, uL) (tabla 2).

Se emple6 un diseio de experimentos con un arreglo ortogonal Taguchi L8 2x6 para estudiar
el efecto de 6 factores con dos niveles (-1.0 y 1.0). Se realiz6 el analisis estadistico de los
resultados obtenidos con el software Statgraphics Centurion XVIII®, evaluando 3 variables
respuesta: tamafio de particula (nm), PDI y potencial Z (mV) para 6 repeticiones cada uno (n=6)

(tabla 3).

Tabla 2. Niveles de factores para arreglo ortogonal L8 2x6

Factor Nivel bajo (-1)  Nivel alto (1)
A Velocidad de agitacion (rpm) 500 750
B Cantidad de atorvastatina (mg) 10 20
C Volumen de metanol (mL), 5 10
D Volumen del agente de desolvatacion (acetona, mL) 5 10
E Concentracién de gelatina (mg mL-1) 10 20
F Cantidad de agente entrecruzante 7t 50
(glutaraldehido 2% v/v, pL.)
Tabla 3. Arreglo ortogonal L8 2x6
Experimento Factores
A B (& D E F
E1l -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0 -1.0
E2 -1.0 -1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
E3 1.0 1.0 -1.0 -1.0 1.0 1.0
E4 1.0 1.0 1.0 1.0 -1.0 -1.0
E5 -1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
E6 -1.0 1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0
E7 1.0 -1.0 -1.0 1.0 1.0 -1.0
E8 1.0 -1.0 1.0 -1.0 -1.0 1.0
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6.4 Preparacion del material compuesto microparticulas hibridas/
montmorillonita (MP/MMT)

A fin de determinar las condiciones de preparacién del material compuesto, se determing el
potencial Zeta (§) de las MP (formulacién final) y la arcilla seleccionada mediante la técnica de
movilidad electroforética a diferentes valores de pH (n=3). La carga superficial se determiné
con una dispersion de cada muestra (100.0 pL) diluida a 1.5 mL con solucién de NaCl 10 mM
ajustando el pH a valores entre 3.0+0.1 y 8.0+0.1, empleando HCI 0.2 M o NaOH 0.2 M. La
solucién de NaCl se empled para compensar el efecto de la conductividad resultante de la
adicién de HCl o NaOH [75].

Posteriormente el material compuesto (MP/MMT) se prepar6 mediante el método de
exfoliacién/adsorciéon y evaporacién previamente reportado en la literatura con ligeras
modificaciones [76]. Se dispers6 una cantidad de arcilla MMT (50.0 mg) en agua desionizada y
se ajusté a un valor de pH de 3.0+0.1 (2.0 mL) con HCl 0.2 M y se sonicé durante 30 minutos a
temperatura ambiente con una frecuencia de 42.0 kHz (Cole-Parmer 8890). Se afiadié una
dispersion de MP (5.0 mL), previamente ajustada a un pH de 3.0£0.1, gota a gota con bomba
peristaltica (Minipuls 3, Gilson) a la dispersion de arcilla MMT y se mantuvo en agitacion
magnética constante durante 1.0 h a 750 rpm en condiciones ambientales. La dispersion del
material compuesto MP/MMT se vertié en una caja de Petri y se secd a temperatura ambiente

durante 12 h.

6.5 Caracterizacion de las microparticulas hibridas (MP) y material compuesto
(MP/MMT)

6.5.1 Determinacion de la eficiencia de entrampe (%) de MP

Se determind la eficiencia de entrampe (%) mediante la cuantificacién espectrofotométrica UV-
VIS de la atorvastatina calcica contenida en la dispersiéon de MP (n=3). Se coloc6 una alicuota
de 0.5 mL de MP y se mezclé con 1.0 mL de acetona, posteriormente se sénico durante 1.0 h a
temperatura ambiente con una frecuencia de 42.0 kHz (Cole-Parmer 8890) y se centrifugd
(Biofuge Primo R) a 14000 rpm durante 1.0 h. Se determin la absorbancia del sobrenadante a
la longitud de onda de maxima absorcion (Amax=243.43 nm) con un espectrofotémetro S2000
utilizando una fuente de luz de deuterio DT1000, con una interfaz SAD500 (Ocean Optics, Inc.),

empleando una celda de cuarzo de 10 mm de longitud (Prolab). Se preparé una curva de
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calibracién de atorvastatina cdlcica en metanol en un intervalo de 0.5 a 20 pg mL-! a partir de
un stock de 100 pg mL-1 (n=3) y se evalud la linealidad de los resultados mediante un anélisis
de varianza (ANOVA) empleando el software Statgraphics Centurion XVIII®.

La eficiencia de entrampe (ecuacién 16) se calcul6 de la siguiente manera:

Cantidad de AC en microparticulas
Cantidad total de AC
Ecuacién 16. Eficiencia de entrampe

x100

Eficiencia de entrampe (%) =

6.5.2 Tamaiio de particula y potencial Zeta (%)

Se determind el didmetro hidrodinamico y el indice de polidispersion (PDI) para las MP y el
material compuesto (MP/MMT) utilizando la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) con
un equipo Zetasizer Zen3600 (Malvern Instruments) a 25.0+1.0°C con un angulo de deteccion
de 173° (n=3). Ademas, se determind el potencial Z (§) de una dispersién de MP y MP/MMT

mediante una dilucién de 100 pL en 1.5 mL de agua desionizada (n=3).

6.5.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Las MP, el material compuesto (MP/MMT) y los componentes individuales (gelatina, lecitina de
soya y AC) se caracterizaron mediante FT-IR. Los espectros se registraron con un
espectrofotdmetro Spectrum 400 FT-IR (Perkin-Elmer). Los espectros infrarrojos de las

muestras se midieron en un rango de longitud de onda de 4000-400 cm-1.

6.5.4 Difraccion de rayos X de polvos (XRD)

Se realiz6 la caracterizacion del material compuesto (MP/MMT) mediante difraccién de rayos
X de polvos (XRD) dentro del intervalo del d&ngulo de dispersién de 28 = 2-70 a una velocidad
de 0.01 ° s'1 con un difractémetro de rayos x, modelo d8 Advance Davinvi. Para evaluar el efecto
del pH sobre la interaccion entre MMT y MP en la preparacion del material compuesto, se
prepard el material compuesto de acuerdo a la metodologia del punto 5.4 empleando un ajuste
del pH a diferentes valores; 1.6, 3.0, 5.0, 6.5 y 7.0, usando HCl 0.2 M o NaOH 0.2 M. Los
difractogramas se registraron posterior a un proceso de secado a temperatura ambiente

durante 12 h y se analizaron con el software Match! 3®.
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6.5.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se determind la morfologia de los sistemas preparados (MP y MP/MMT) mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM) (JSM-35 CF, JEOL) con 20 kV. Se deposité una gota de la dispersion
MP o material compuesto MP/MMT, la cual se secé al aire en condiciones ambientales y se
recubrié con oro para obtener una superficie conductora, finalmente, la muestra se analiz6 al
vacio. Ademas, se evalud el efecto del pH sobre la morfologia final del material compuesto
(MP/MMT), mediante SEM, la cual se analiz6 en MP/MMT preparado de acuerdo a la
metodologia del punto 5.4, en diferentes condiciones de pH (pH = 3.0+0.1 y 7.0+0.1) ajustado
con HC1 0.2 M o NaOH 0.2 M.

6.5.6 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para evaluar el comportamiento térmico de los sistemas preparados, se realizaron analisis
mediante DSC calentando las muestras de AC, MP y MP/MTT en un intervalo de temperatura
de 0.0°C a 300.0 °C con una velocidad de calentamiento de 10.0°C min-! bajo una atmésfera de

nitrégeno en un calorimetro (TA Instruments).

6.6 Caracterizacion reolodgica

Se realiz6 la caracterizacion reoldgica de los sistemas preparados empleando un redmetro de
esfuerzos controlados modelo Discovery HR3® (TA Instruments) con una geometria de
cilindros concéntricos (21.96 mm de didmetro exterior, 20.38 mm de diametro interno, 59.90
mm de alturay 500 pm de gap).

Donde, para analizar el efecto del pH sobre el comportamiento reolégico, las MP y el material
compuesto (MP/MMT) (10 mg mL-1) fueron resuspendidos en agua desionizada a 25.0+1.0° C,
posteriormente se ajusté el pH+0.1a 3.0,4.8y 7.0 usando HC1 0.2 M o NaOH 0.2 M. Las muestras
se caracterizaron mediante pruebas de cizalla simple en un intervalo de flujo de 1 a 100 s,y
de cizalla oscilatoria en el régimen viscoelastico lineal, previamente determinado para cada
condicién experimental (Y<50%) a 37.0+1.0°C (bafio de agua circulante Cole Parmer Polystat y
Peltier AR-G2). Las frecuencias angulares (w) de las pruebas variaron de 1 a 100 rad s a
37.0£1.0°C. Los modulos G'(eldstico) y G'"(viscoso) se determinaron para analizar el

comportamiento viscoelastico de las muestras [77].
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6.7 Estudios de liberacion de in vitro

El perfil de liberacién de los sistemas preparados se evalué mediante el método de bolsa de
dialisis para lo cual se colocé una cantidad conocida de las MP o el material compuesto
(MP/MMT) en una bolsa de didlisis de celulosa regenerada (MWCS 12-14 kDa, Spectra/Por)
previamente hidratada en agua desionizada a temperatura ambiente durante 12.0 h. La bolsa
de dialisis se suspendié en el medio de liberaciéon (100.0 ml) a 37.0+£1°C en un vaso de
precipitados cerrado con agitacién magnética constante (250.0 rpm) (figura 24). El estudio se
llevé a cabo utilizando diferentes medios para simular las condiciones de pH de tracto
gastrointestinal (TGI) dado que es un sistema disefiado para via oral, considerando el tiempo
de transito y el efecto de la ingesta de alimentos sobre el pH [78]. Para evaluar el estado de
ayuno (FAS), es decir la ausencia de alimentos en el TGI, la bolsa de dialisis se colocé en el fluido
gastrico simulado (FGS), el cual consistié en una solucién amortiguadora de acido clorhidrico
(HCI) pH 1.6£0.1 (FAS-FGS) y se mantuvo con agitacidn magnética constante durante 2.0 h.
Posteriormente, la bolsa se transfirié a fluido intestinal simulado (FIS) (100.0 ml) consistente
en una soluciéon amortiguadora de fosfato de potasio pH 6.5+0.1 (FAS-FIS) y se mantuvo
durante 6.0 h. Finalmente, la bolsa se extrajo y se sumergio en fluido colénico simulado (FAS-
FCS) (100.0 ml), el cual consistié en una solucién amortiguadora de fosfato de potasio pH
7.0£0.1 (FAS-SCF) durante 40 h. Para el estado de alimentacion, es decir considerando el
cambio de pH debido a la ingesta de alimentos (FED), se usé una solucién amortiguadora de
acetatos a pH 5.0£0.1 (FED-FGS), una soluciéon amortiguadora de fosfatos con un pH de 5.8 +0.1
(FED-FIS) y un pH de 7.0+0.1 (FED-FCS) (tabla 4). A intervalos de tiempo determinados, se
extrajo un volumen del medio de liberacion y se analiz6 mediante un método
espectrofotométrico UV-VIS. Se realiz6 la reposicion del medio afiadiendo una cantidad igual
de medio fresco, que se precalent6 a 37.0+1.0°C, después de cada toma de muestra para
mantener las condiciones sink. Se realizd la cuantificacién espectrofotométrica UV-VIS de la AC
a la longitud de onda de maxima absorbancia (Amax=243.43 nm). El andlisis se realizé en un
espectrometro S2000 utilizando una fuente de luz de deuterio DT1000, puerto SAD500 (Ocean

Optics, Inc.) con una celda de cuarzo de 10 mm de longitud (Prolab).

Tabla 4. Condiciones de pH para medio de liberacion

Region TGI Estado de ayuno (FAS) Estado alimentado (FED) Tiempo (h)
Fluido Gastrico 1.6 5.0 2.0
Fluido Intestinal 6.5 5.8 6.0
Fluido Colénico 7.0 7.0 40.0
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Figura 24. Método de bolsa de didlisis

Para la cuantificaciéon de AC se construyeron curvas de calibracion para cada valor de pH de 6
puntos cada una, en un intervalo de concentracién de 1 a 20 ug/mL (n=3). La linealidad de los
resultados se analizd6 mediante un andlisis de varianza (ANOVA). Un valor de p <0.05 se
considerd estadisticamente significativo. El procesamiento de datos se realiz6 empleando el
software estadistico Statgraphics Centurion® XVIII.

Los resultados obtenidos de perfiles de liberacién de AC a partir de las microparticulas hibridas
y el material compuesto (MP/MMT) en las diferentes condiciones, se ajustaron al modelo
matematico de liberaciéon de Korsmeyer-Peppas (1983-1985). Dicho modelo consiste en una
ecuacién semi-empirica desarrollada para describir la liberaciéon de farmacos de sistemas
poliméricos (ecuaciéon 17):

L = ke

0
Ecuacién 17. Modelo de Korsmeyer-Peppas

Donde, M; / M es la fraccion de farmaco liberada en el tiempo t, k es la constante de velocidad
de liberacion y n es el exponente de liberacidon. El valor de n se usa para caracterizar diferentes
mecanismos de liberacion, de modo que n = 0.5 corresponde a la difusién de Fick, los valores
de nentre 0.5y 1.0 corresponden a un transporte no Fickiano (anémalo) y n = 1.0 corresponde
al transporte del Caso II (relajamiento). Generalmente, este modelo se usa para analizar la
liberacion de farmacos a partir de formulaciones poliméricas cuando el mecanismo no es bien
conocido o cuando podria estar involucrado mas de un tipo de mecanismo de liberacion. El

analisis del ajuste se realiz6 mediante la determinacion del coeficiente R-cuadrado (R?) [79].
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6.8 Evaluacion de citotoxicidad

Se realizé un estudio de citotoxicidad, para lo cual se emple6 un cultivo celular de fibroblastos
de la linea NIH3T33T3 en medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM, glucosa alta, L-
glutamina, rojo fenol y piruvato de sodio) complementado con 10.0% de suero fetal bovino
(SFB) y penicilina-estreptomicina al 1.0% a 37.0+1.0 °C en una incubadora con una atmosfera
de 5.0% de CO». El medio se renovo cada dos dias y las células se subcultivaron después de
alcanzar la confluencia. Las células se recogieron por tripsinizacién usando una solucién de
tripsina al 0.25%.

La citotoxicidad se determind evaluando la viabilidad celular (ecuacion 18) de cultivos
expuestos a una dispersién de MP, MMT Nanoclay®, y material compuesto de MP/MMT
cargados con AC mediante el ensayo con MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio
bromuro). Se sembraron células de fibroblastos NIH3T33T3 en placas de 96 pozos a una
densidad de 5000 células por pozo y se cultivaron en una incubadora con una atmosfera de CO-
al 5.0% a 37.0+ 1.0 °C en medio DMEM, complementado con 10.0% de SFB. Después de que las
células formaron la monocapa, el medio se reemplazé y se agregd la dispersiéon acuosa de
diferentes concentraciones de MP (0.50 a 9.7x103 pg mL-1), MMT (0.25 a 4.85 x103 pg mL1),
MP/MMT (0.71 -13.58x103 pug mL-1). Después de 24.0 h, se elimin6 el medio y los pozos se
lavaron con PBS. Se afiadi6 la soluciéon de MTT (100 pL, 0.5 mg mL-1) a cada pozo y se incubd
durante 4.0 h con 5.0% de CO2 y 37.0£1.0°C. Posteriormente se eliminé la solucién del cultivo,
y el precipitado de cristales de formazan se disolvié en DMSO (100.0 pL) y se analiz6 mediante
espectrofotometria UV-VIS (Multiskan Ex Thermo Scientific) con una medida de absorbancia a
una longitud de onda de maxima absorcion (Amax=570.0 nm) después de agitar vigorosamente

durante 60 s. La viabilidad celular se calculé de la siguiente manera:

Absorbancia muestra

Viabilidad celular = 100

Absorbancia control
Ecuacién 18. Viabilidad celular

Se determino la ICso, que es la concentracién con inhibicién del 50.0% del crecimiento celular

en comparacion con el grupo control, y se calculd a partir de la viabilidad celular frente a la

concentracién en una grafica semi logaritmica. Se tomaron medidas de 12 repeticiones y los

datos se presentaron en mediazDE. Todas las comparaciones estadisticas se realizaron

mediante el andlisis de varianza (ANOVA), donde un valor de (p<0.05) se considerd
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estadisticamente significativo. El procesamiento de datos se realiz6 mediante el software

estadistico Statgraphics Centurion® XVIII.

6.9 Evaluacion de mucoadhesion

Finalmente, se prepararon dispersiones de mucina de estémago de cerdo (tipo II, acido siélico,
<1.2%) en fluido gastrico simulado (FGS) utilizando una solucién amortiguadora de 4cido

clorhidrico (HCI) a pH 1.6£0.1 y fluido intestinal simulado (FIS) el cual consistié en una soluciéon
amortiguadora de fosfato de pH 6.5+0.1. La mucina seca se dispers6 con agitacién magnética
suave durante 3.0 h a temperatura ambiente para producir una concentracion final de 5.0%
p/p- La dispersion de Mucina obtenida se mezclé con una dispersidn de cada sistema, es decir,
MMT, MP o MP/MMT recién preparada y dispersada en el mismo medio de estudio con
agitacién magnética durante 30 minutos. Los componentes individuales (mucina, MMT, MP o
MP/MMT) y las mezclas de sistema+mucina (MMT+mucina, MP+mucina o MP/MMT+mucina)
se caracterizaron mediante pruebas de cizalla oscilatoria en el régimen viscoelastico lineal a
37.0£1.0°C (bafio de agua circulante Cole Parmer Polystat y Peltier AR-G2) para simular la
temperatura fisioldgica. Los médulos G'(elastico) y G” (viscoso) se determinaron para analizar
el comportamiento viscoelastico de las muestras individuales y sus posibles interacciones.
Todas las mediciones reolégicas se realizaron en un reémetro de esfuerzos controlados modelo
Discovery HR3® (TA Instruments) con una geometria de cilindros concéntricos (21.96 mm de
didmetro exterior, 20.38 mm de didmetro interno, 59.90 mm de altura y 500 um de gap). Los
datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y un valor de p <0.05 se considerd
estadisticamente significativo.

Se determiné el sinergismo reolégico (AG') en funcién del médulo elastico (G') de acuerdo a la
siguiente ecuacion:

AG” = G'mezcla — (Ggistema + G'mucina)
Ecuacién 12. Sinergismo reolégico

Donde G'sistema Se refiere al modulo elastico de las dispersiones individuales de MP, MMT y
MP/MMT, G mucina €s el valor de la mucina individual y G’mezcla corresponde al médulo elastico
de las mezcla mucina+sistema (mucina+MP, mucina+MMT, y mucina+MP/MMT) a los

diferentes valores de pH.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de montmorillonita (MMT) y bentonita (BEN)

Se partié de un grupo de 5 arcillas de las cuales se emplearon 3 tipos de montmorillonitas
(MMT) disponibles comercialmente y 2 tipos de bentonitas (BEN) modificadas, a fin de

seleccionar la arcilla para la preparacién del material compuesto (tabla 5).

Tabla 5. Arcillas MMT y bentonitas caracterizadas para seleccion

Nombre Proveedor Clave
Arcilla montmorillonita Nanocla Nanocor
hidrophilic bentonite Nanomer ‘g’ Corporation MMT Nanoclay®
Arcilla montmorillonita K10 ® Aldrich MMT K10®
Arcilla montmorillonita K30 ® Fluka MMT K30®
Bentonita Tonsil® tratada con H2S0, Sud-Chemie BEN- AC
Bentonita Tonsil® modificada con Lisina Sud-Chemie BEN-LYS

Usualmente, una combinacion de diversas técnicas instrumentales se emplea para caracterizar
las arcillas en cuanto a estructura, pureza, propiedades superficiales, cristalinidad, etc. de
acuerdo a las aplicaciones deseadas. Las arcillas se caracterizaron a través de la determinacién
de tamafio de particula y PDI mediante la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS), potencial
Z mediante la movilidad electroforética, area superficial (Sger) y porosidad por el método de
BET, difraccién de rayos X de polvos (XRD), espectroscopia infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR), capacidad de intercambio catiénico (CIC) por el método de titulacién con AM y
microscopia electrénica de barrido (SEM). Posteriormente, se realizaron isotermas de
adsorcion de AM y colesterol.

Es bien sabido que las propiedades de las arcillas dependen de su estructura y composicién, sin
embargo, se ha reportado que las condiciones de mezclado y la duracion afectan en gran medida
las propiedades finales de las dispersiones de arcilla. Por lo tanto, una dispersién adecuada de
la arcilla puede ser un paso critico para mejorar la interaccién entre particulas de arcilla y
particulas de interés para la formacion de materiales compuestos [80].

Se hareportado que las particulas de MMT y BEN, consisten en agregados de laminas, las cuales
pueden variar de tamafio de 0.1 a 2.0 um de didmetro con un tamafio promedio de ~0.5 pm y
un espesor de 1-2 nm. Mediante DLS se confirmé que todas las arcillas se dispersaron

adecuadamente ya que presentaron una talla nanométrica posterior a un proceso de agitacion
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magnética y sonicacion alcanzando un tamano alrededor de los 500nm (tabla 6). Los
resultados obtenidos coinciden con valores previamente reportados en la literatura, indicando
que las arcillas se encontraban formando una dispersién coloidal [81,82]. En cuanto a PDI se
observo que los resultados se encontraron en un intervalo de ~0.3 a 0.7, estas diferencias en la
uniformidad de sus dispersiones se puede deber principalmente a sus diferencias estructurales
y de origen, ya que son de proveedores diferentes. Entre las arcillas estudiadas sobresale la
MMT Nanoclay®, la cual presento los valores mas bajos de tamafio de particula y PDI (~0.3)
indicando una dispersiéon de tamafio de particula pequefio y uniforme lo cual es una
caracteristica de gran interés en el desarrollo de sistemas de liberacién modificada.

Otra de las caracteristicas importantes de las arcillas es la carga superficial negativa, esta es de
gran interés en la preparacion de materiales compuestos, ya que las arcillas pueden interactuar
con diversas moléculas mediante diferentes tipos de fuerzas, entre las cuales destacan las
interacciones electrostaticas. Por lo cual se determind el potencial Z mediante la movilidad
electroforética, con lo que se observod la carga superficial negativa presente en la cara de las
laminas (F), por la sustitucién isomorfica en la estructura T-O-T (tabla 6).

Todas las arcillas presentaron potencial Z negativo, sin embargo, las MMT Nanoclay® y MMT
K30® presentaron los valores mas bajos de potencial (§<-30 mV), mientras que las BEN

presentaron los valores mas altos (§~-12 mV).

Tabla 6. Caracterizacion de arcillas MMT y BEN

Tamaiio de particula PDI +DE Potencial Z CIC

Arcilla d (nm) *DE (n=_3) (mV) +DE (meq/100g)

(n=3) (n=3) *+DE (n=3)

MMT
478.70+24.38 0.39+0.01 -38.20£0.50 75.77%2.39
Nanoclay®

MMT K30® 577.66+£19.86 0.70+0.18 -24.07+£0.96 50.5+1.374
MMT K10® 563.67+67.57 0.68+0.17 -33.07£1.40 53.2 £3.055
BEN-AC 570.67+£83.70 0.43+0.13 -12.80+0.36 54.9 + 0.088
BEN-LYS 571.00£103.01 0.51+0.20 -12.23+0.64 49.8 £ 0.066

Uno de los principales atributos de las arcillas es su gran area superficial disponible, la cual se
determind por el método de BET. Se encontré que la MMT K10® y K30® presentaron los valores
mas altos de area superficial (~240 m2/g) valores muy cercanos a lo reportados por el
proveedor (220-270 m2/g), mientras que la MMT Nanoclay present6 el valor mas bajo con
5494 m?/g (tabla 6). La MMT K10® y MMT K30® son de origen natural, disponibles
comercialmente las cuales han sido modificadas mediante un tratamiento acido (H2SO4) a fin

de incrementar el area superficial, sin embargo, dicho tratamiento también produce cambios
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significativos en la estructura de la arcilla pues los cationes interlaminares son intercambiados
por protones del acido. Ademas, los protones pueden atacar los bordes de las laminas
produciendo su disgregacion o ruptura generando materiales amorfos o de fases poco
cristalinas y altamente porosas. En el caso de BEN-LYS el valor obtenido es similar a otros
reportados previamente en la literatura (~82 m2/g). Mientras que para BEN-AC también se
observo una mayor area superficial debido al tratamiento acido [83] (tabla 7).

También se determindé la CIC, si bien existen una gran variedad de métodos para su
determinacion, la titulacién con azul de metileno (AM) es un método rapido y ampliamente
utilizado, el cual consiste en la adsorcién de moléculas de AM en la superficie de la arcilla
mediante un proceso de intercambio catiénico (tabla 6).

La disposicion de cationes de AM en la superficie y el area cubierta por cada molécula depende
de la carga de la superficie. Al realizar una titulacién de una arcilla dispersa en agua, se asume
la formacién de una capa de AM en la superficie hasta que se alcanza un punto especifico cuando
se detectan trazas de AM libre en la solucidn, lo cual se confirma con la tincién en papel filtro. A
concentraciones bajas de AM todo el colorante es adsorbido por la arcilla y solo fluira agua de
la gota. Si se excede en la cantidad maxima el AM libre se puede observar como un halo azul
alrededor de la gota de dispersion de arcilla.

De acuerdo a la literatura la MMT presenta una CIC de 70 a 130 meq 100g! [84], pero los
resultados obtenidos van de ~49 a 75 meq/100g. En general se observd que las MMT
presentaron valores mas altos respecto a las BEN, sin embargo, es importante mencionar que
la CIC y el area superficial no presentaron una relaciéon directamente proporcional, ya que las
arcillas MMT K30® y MMT K10® a pesar de que presentaron los valores mas altos de area
superficial tuvieron valores bajos de CIC respecto a MMT Nanoclay®. Diversos autores han
reportado que la modificacion estructural de las arcillas con tratamiento acido tiene un impacto
reduciendo la CIC en funcién de la concentracién, tiempo y tipo de acido. Los valores de CIC
dependen de la cantidad de sustituciones isomorficas en sitios octaédricos, por lo que con el
tratamiento acido se ven reducidos por una lixiviacién de cationes de Mg y Fe sustituidos en las

laminas octaédricas [85,86]

Tabla 7. Caracterizacion de arcillas mediante método de BET

Arcilla Area superficial Volumen total de Radio promedio
(Sser) (m?/g) poro (cc/g) de poro (A)
MMT Nanoclay® 54.94 2.76e-02 10.06
MMT K30@ 242.75 1.21e-01 9.99
MMT K10® 241.37 1.19e-01 9.89
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BEN-AC 179.88 8.984e-02 9.98
BEN-LYS 82.70 4.048e-02 9.79

En cuanto a porosidad, de acuerdo a la IUPAC los materiales porosos se clasifican conforme al
tamafio del poro, si el tamafio de poro es inferior a 2 nm se denominan microporos (Mi), poros
entre 2 y 50 nm se denominan mesoporos (Me), y poros de mas de 50 nm se consideran

macroporos (Ma).

En la MMT natural predominan los poros de tipo Me y Mi con un didmetro de ~3 nm. Sin
embargo, el tratamiento con acido conduce a la aparicién de poros, sin bien no hay un aumento
significativo en el tamafio medio de poro se ha reportado un aumento del volumen total de poro,
lo cual concuerda con los resultados obtenidos ya que se observé que todas las arcillas
presentaron valores similares de radio promedio de poro ~10 A, por lo que de acuerdo a la
IUPAC se consideran microporos, las arcillas tratadas con acido (MMT K10®, MMT K30® y BEN-
AC) presentaron los valores mas altos de volumen total de poro [86,87] (tabla 7).
Posteriormente se realizd la caracterizaciéon mediante XRD en un intervalo de 26 a 700. Se
observaron los picos caracteristicos de la MMT alrededor de 66 (001), 176 (003), 196 (020-
110), 346 (130-200) y 616 (060-033) (figura 25).

También se observaron picos correspondientes a impurezas de cuarzo (C) alrededor de 206
(100) y 266 (101), mientras que en 230 (102) y 296 (104) se observaron los picos
caracteristicos de impurezas de dolomita (D). En general, se observé que las BEN presentaron
una mayor cantidad de sefiales de impurezas respecto a las MMT, siendo la MMT Nanoclay® la
de mayor pureza, mientras que las MMT K10 y K30 presentaron intensas sefiales alrededor de
260 que corresponden a la sefal de Cuarzo.

En el caso de MMT K10® y K30® la sefial correspondiente al plano (001) se ve disminuida,

mientras que para las bentonitas desaparece por completo.
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Figura 25. Difractogramas de arcillas BENy MMT

En espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) se observé que las vibraciones de los grupos (-OH) se
presentaron en la regién de 3700-3200 cm -1, mientras que las bandas correspondientes a
estiramientos de los grupos funcionales silanol (Si-0) en la regién de 1300-440 cm -1. En todas
las arcillas se observd una banda caracteristica alrededor de 3613-3621 cm -1, debido a la
vibracién de grupos hidroxilo (-OH) coordinados con cationes Al3* (Al-Al-OH). La amplitud de
la banda de ~3600 cm -1 muestra el grado de sustituciéon isomoérfica en la lAmina octaédrica de
A3+ por Fe?+ (Al-Fe-OH) o Mg2+ (Al-Mg-OH) [88]. Unicamente en la MMT Nanoclay® se
observaron la bandas en 914 y 841 cm ! que confirmaron la presencia de grupos (-OH)
coordinados a los cationes octaédricos de Al (Al-Al-OH) y Mg (Al-Mg-OH) respectivamente, las
demas arcillas no presentaron dichas bandas; diversos estudios han reportado una disminucion
en dichas bandas como perdida en la estructura debido a la lixiviacién de cationes (Mg y Fe)
durante el tratamiento con H,SO4. La banda ancha alrededor de 3400 cm -1 corresponde al
estiramiento del grupo hidroxilo (-OH) de moléculas de agua adsorbidas en los espacios
interlaminares de la arcilla. La banda intensa alrededor de 1026 cm-! se atribuye al enlace (Si-
0) correspondiente a la ldmina tetraédrica y las bandas alrededor de 521 y 406 cm -1 se
asignaron de igual forma al grupo (Si-0) caracteristico de la familia de las esmectitas (figura
26)[85]. También se observaron bandas correspondientes a fases no relacionadas con

esmectitas, como la banda alrededor de ~690 cm -1 que se atribuyd a la presencia de cuarzo,
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ademas, se observé la banda correspondiente a la impureza de tridimita (Si-O-Si) alrededor de
~790 cm -1 excepto en la MMT Nanoclay®, que confirma su mayor grado de pureza [87].

En el caso de la bentonita modificada con lisina (BEN-LYS) se observaron ademas las bandas
caracteristicas de los aminoacidos alrededor de ~3200 cm -1 correspondiente al grupo amino
(-NHs*) y las bandas de ~1300 a 1500 cm -! que corresponden a las vibraciones simétricas y
anti simétricas de la forma desprotonada del grupo carboxilo (-COO-), finalmente la banda en

~1300 cm -1 que se atribuy¢ al estiramiento del enlace (-CH) [89].

Figura 26. Espectros de FT-IR de arcillas BENy MMT

Mediante las determinaciones anteriores las arcillas BEN-AC y BEN-LYS se descartaron para
posteriores determinaciones, ya que presentaron los valores mas bajos de CIC, potencial Z y
menor pureza.

Macroscopicamente las arcillas presentaron una apariencia de polvo fino de color variable que
va de gris-blanco, amarillo, ligeramente rosa, etc. Se evalu6 la morfologia de las particulas de
MMT Nanoclay®, MMT K30® y MMT K10® mediante SEM. En la figura 27 se presentan las
micrografias de las arcillas (aumento X4000) en las cuales se observé que las particulas de MMT
Nanoclay® se ensamblaron formando agregados densos y compactos de tamafio micrométrico
de forma esférica en multicapas de laminas apiladas (figura 27-a y b). Por otro lado, la MMT

K30® y MMT K10® (figura 27 c-f) se observaron como agregados amorfos o irregulares y
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porosos, dicha apariencia se puede deber al tratamiento acido al cual son sometidas de manera
industrial.

Al entrar en contacto con agua las particulas de MMT tiende a formar una dispersién coloidal
de manera espontanea disminuyendo asi el tamafio de particula de los agregados, al obtenerse
laminas aisladas (exfoliacién) debido a la solvatacién de los cationes interlaminares; dicho
proceso se favoreciéo mediante agitacion magnética constante y sonicacién lo cual se confirmé
a traves de la determinacién de tamafio de particula mediante DLS. Asi mismo, SEM permitid
observar la morfologia de las particulas en la dispersion acuosa de MMT Nanoclay®
presentando particulas con morfologia tipo 1dminas, hojuelas o plaquetas delgadas ligeramente

flexionadas que se agregan aleatoriamente formando poros (figura 27 gy h) [6,90,91].

Figura 27. Micrografias de SEM de MMT Nanoclay® (a-b), MMT K30® (c-d), MMT K10® (e-f),
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Figura 27-2.MMT Nanoclay® (Dispersion acuosa) (g), esquema de apertura de arcilla en medio acuoso (h)

7.1.1 Isoterma de adsorcion de azul de metileno (AM)

Se realizaron estudios de adsorcién para lo cual se empled el AM (cloruro de metiltionina)
(figura 28) como molécula modelo, ya que ha sido largamente usado para evaluar o
caracterizar la adsorcién de cationes organicos en soluciones acuosas mediante el uso de
arcillas. El AM es un colorante basico de tipo tiazina, de caracter catiénico debido a la carga
positiva que se origina en el nitrégeno o azufre presentes en el anillo central de la estructura

[53].

N s N
a’ He” = Son,
NS
N

Figura 28. Estructura de azul de metileno (AM)

La interaccion entre la arcilla y AM es un proceso instantaneo en el que los cationes organicos
reemplazan los cationes intercambiables en el espacio interlaminar y en las superficies
externas de las laminas [92]. Dicha interaccidn se puede explicar mediante diferentes modelos
propuestos en la literatura como (i) la formacién de un complejo neutro AM-arcilla mediante
una union electrostatica entre AM con un sitio negativo en la arcilla, (ii) posteriormente una
segunda molécula de AM puede unirse al complejo neutro arcilla-AM por interacciones
hidrofébicas y (iii) la formacién de un complejo cargado arcilla-AM por la interacciéon de una
molécula de AM con un sitio neutro [93]. La capacidad de adsorcion de las arcillas es de gran
interés ya que esta relacionada con la densidad de carga presente en las laminas, por lo que una
mayor densidad de carga puede favorecer la interaccién con macromoléculas como polimeros

e incluso acarreadores para la formaciéon de materiales compuestos (compositos).
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Las isotermas de adsorcién ayudan a describir como las moléculas del adsorbato se distribuyen
en la fase sdlida cuando se alcanza el equilibrio, ademas proveen informaciéon acerca de
homogeneidad o heterogeneidad de las superficies del adsorbente mediante el uso de modelos.
Se construyeron isotermas de adsorcidn en un intervalo de 2.0 a 6.5 mg L y se colocé una
cantidad conocida de cada arcilla, se mantuvo en agitacién magnética constante durante 30
minutos y posteriormente se separd por centrifugacion a 14000 rpm durante 5 minutos y se
analiz6 espectrofotométricamente a Amax LOs resultados obtenidos se ajustaron a la ecuacion
lineal del modelo de Langmuir y Freundlich ya que son modelos ampliamente usados para
describir las isotermas y la obtencion de parametros para la prediccion de la capacidad de
adsorcion [53].

La Tabla 8 presenta los parametros de ajuste y las constantes de los modelos, se observé que
todas las arcillas presentaron un mejor ajuste al modelo de Langmuir (R?= 0.89-0.95),
indicando que el proceso de adsorcion de AM en las arcillas estudiadas puede ser explicado por

un modelo en monocapa saturable hasta alcanzar la capacidad maxima (Q).

Tabla 8. Ajuste y parametros de modelos de Langmuiry Freundlich para adsorcion de AM

Arcilla Narxi‘l vo 11\(431\:[); Il\élf/(l); BEN-AC  BEN-LYS
MODELO DE LANGMUIR
Pendiente (m) 0.0042 0.0060  0.0067  0.0095  0.0097
Intercepto (b) 0.0034 0.0017  0.0019  0.00196  0.0022

Capacidad maxima de

P 236.2977  167.3976 148.9079 105.6099 103.2586
adsorcion (Q) (mg g1)
Ki(Lg1) 295.8134  604.4451 526.4710 510.6861 462.4299
aL (L mg1) 1.2519 3.6108 3.5355 4.8356 4.4784
R, 0.2854- 0.4925- 0.3648- 0.3618-  0.3816-
0.1094 0.7168 0.2830 0.4223 0.3459
R? 0.9189 0.9224 0.9321 0.9526 0.8934
MODELO DE FREUNDLICH
Pendiente (m) 0.2845 0.1178 0.0432 0.0525 0.0484
Intercepto (b) 2.1291 2.1267 2.2280 2.08949 1.9614
K¢ (L-1g) 134.6201  133.8597 169.0246 122.8825 91.4956
N 0.2845 0.1178 0.0432 0.0525 0.0484
R2 0.7222 0.2451 0.4385 0.6064 0.3218

La figura 29 muestra el ajuste de los resultados obtenidos a la ecuacién lineal de Langmuir. En
cuanto a la capacidad maxima se observo la siguiente tendencia: MMT Nanoclay®> MMT K30®
>MMT K10® > BEN-AC >BEN-LYS, la cual es congruente con los resultados obtenidos de CIC, lo
que indica que la arcilla MMT Nanoclay® presenta la mayor capacidad de adsorcién, debido a la

densidad de carga en su estructura que se refleja en los valores altos de potencial Z y CIC,
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ademas, puede favorecer su alto grado de pureza lo cual se observo en XRD asi como su tamafio

de particula pequeiio que favorece las interacciones interfaciales.

Figura 29. Grdfica de ajuste de adsorcién de AM a ecuacién lineal de Langmuir

Ademas, se determiné el parametro de equilibrio Ry, el cual describe la isoterma segun el grado
de reversibilidad, que brinda una evaluacién cualitativa de la interaccién entre AM y la arcilla.
Todas las arcillas presentaron intervalos de valores de R; en el rango favorable (0 <Ry, < 1), sin
embargo, la arcilla MMT Nanoclay® presentd los valores mas bajos de Ry, por lo tanto mas
cercanos a 0 que indica un proceso irreversible, lo que puede sugerir que dicha arcilla puede
presentar una mejor interacciéon con moléculas catidnicas, que las demas arcillas.

Los resultados obtenidos son similares a lo reportado en la literatura como Almeida et al,
(2009) que reportan una Q de 289.12 (mg g!) con AM para MMT [53], sin embargo las
propiedades de superficie de cada arcilla dependen de muchos factores incluyendo la
composicién quimica, pureza, tipos de 4atomos superficiales (oxigeno e hidrégeno

principalmente), tipo de carga, y tipo de cationes intercambiables.

7.1.2 Isoterma de adsorcion de colesterol

De las 5 arcillas disponibles se seleccionaron las MMT Nanoclay®, MMT K30® y MMT K10® para
su evaluacion ya que fueron las que presentaron los mejores resultados en las caracterizaciones
previas.

Ibrahim et al,, (2013), Cohn et al., (2010); Gershkovich et al,(2009) han reportado que la

montmorillonita administrada por via oral disminuye la absorcién intestinal del colesterol lo
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cual explican se puede deber a un mecanismo de adsorcidn en la superficie de la arcilla o
mediante una competencia con el colesterol parala incorporacion dentro de micelas y vesiculas
biliares [7,28,94]. Sin embargo, no se encuentra reportado en la literatura la descripcién de la
adsorcion de colesterol por arcillas a través de modelos de isotermas, por lo cual se llevé a cabo
este estudio con el propésito de tener un acercamiento al posible proceso de adsorcién del
colesterol mediante arcillas.

Se realizaron estudios variando la concentracion de colesterol en un intervalo de 60 a 600 pg
mL-1, a partir de una solucién stock (3mg mL-1). Se mantuvo con agitacién magnética constante
a 150.0 rpm a temperatura ambiente, en contenedores de vidrio color ambar durante un
periodo de 4.0 h, posteriormente se centrifugo a 14000 rpm por 5 minutos y se analiz6 el
sobrenadante, mediante cromatografia de gases. Los datos obtenidos se analizaron en base a
los modelos de adsorciéon Langmuir y Freundlich a fin de encontrar el adecuado para el
fenémeno de adsorcién (Tabla 9).

Las arcillas estudiadas presentaron un mejor ajuste al modelo de Freundlich (R2= 0.8738-
0.9659), que explica un proceso de adsorcidn en multicapas con adsorbentes de superficie
heterogénea. La constante de Freundlich (Kr) representa la capacidad de adsorcién y se observé
la siguiente tendencia: MMT K10®>MMT K30®>MMT Nanoclay® (figura 30).

Las tres arcillas presentaron adsorcién de la molécula del colesterol, a pesar de ser una
molécula altamente hidrofébica y estar en un medio de baja polaridad, si bien en las arcillas se
favorece la interaccion con cationes, se ha reportado que pueden interactuar con diferentes
especies tanto idnicas, como no iénicas. Las MMT pueden presentar interacciones hidrofébicas,
asi como fuerzas de Van der Waals con moléculas sin carga, no polares. Ademas, los grupos (-
Si-0-Si-) son sitios hidrofébicos en la superficie de las laminas tetraédricas que pueden
contribuir a la interaccién entre arcillas y compuestos organicos. Sin embargo, los complejos de
arcillas con moléculas anidnicas o no i6nicas presentan interacciones débiles y cinéticas de
desorcion rapidas [95,96].

Se observo que la arcilla MMT K10® presentdé una capacidad de adsorcion del doble respecto
de la MMT Nanoclay®, lo cual se puede deber a la diferencias significativas de area superficial y
porosidad, ya que en el caso del colesterol al ser una molécula neutra no se ve atraida por la
densidad electrénica de la superficie, sino que se adsorbe por interacciones hidrofébicas y
nuevas moléculas de colesterol pueden interactuar con las moléculas ya adsorbidas formando

multicapas e interactuando entre ellas de acuerdo al modelo de Freundlich.
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Figura 30. Grdfica de ajuste a ecuacion lineal del modelo de Freundlich de adsorcién de colesterol

Tabla 9. Ajuste y pardmetros de modelos de Langmuir y Freundlich para adsorcién de colesterol

Arcilla MMT MMT K30® MMT K10®
Nanoclay®
MODELO DE LANGMUIR

Pendiente (m) -0.0106 -0.0002 0.0061

Intercepto (b) 0.1834 0.1200 0.0741
Capacidad ma’gg;ag‘_'l‘; adsorcion (Q) 94.3396 5000.0000 163.9344
Ki(Lg1) 5.4526 8.3333 13.4953

a, (L mg1) 0.0578 0.0017 0.0823
0.9074- 0.1684-

Ro 0.2238-0.0107 02636 0.0075

R2 0.6106 0.0333 0.3924

MODELO DE FREUNDLICH

Pendiente (m) 1.1665 1.0232 0.9147

Intercepto (b) 0.7793 0.9182 1.0848
Kr(L1mg) 6.0159 8.2832 12.1563

Nf 0.8573 0.9773 1.0933

R2 0.9659 0.9885 0.8738

La MMT K10® present6 la mayor adsorcion de colesterol, sin embargo, en general se observd
que la arcilla Nanoclay® presentd los mejores resultados en todas las determinaciones
realizadas, y dado que el proceso de adsorcion de colesterol requiere de condiciones mas
complejas para ser estudiadas con precision se seleccion6é la MMT Nanoclay® para la
preparaciéon del material compuesto por su potencial interaccion mediante cargas

electrostaticas.
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7.2 Preparacion y caracterizacion de microparticulas hibridas lipido-polimero
(MP)

Se prepararon microparticulas hibridas lipido-polimero mediante el método de desolvatacion
en dos pasos. Inicialmente se adicioné acetona como agente de desolvatacion, para realizar la
primera desolvatacion, en la cual se separaron las cadenas de alto peso molecular al inducir su
precipitacién, para lograr una distribucién de tamafio adecuada y reproducibilidad.
Posteriormente se realizé un ajuste a un pH de 3.0+0.1 debido a que la GEL (PI= 4.8-5.0),
presenta una carga positiva por la protonacién de los grupos amino (NHz*) de los residuos de
lisina, lo cual evita la aglomeracion incontrolada de las cadenas de GEL, ademas se favorece la
interaccion con la lecitina de soya, la cual es una mezcla de fosfolipidos zwitteriénicos y
anidnicos [97].

Al evaporarse el disolvente (metanol) puede inducir el arreglo de la lecitina en agregados con
la cadena hidrofébica hacia el centro y la cabeza hidrofilica expuesta al medio acuoso, lo que
permite interactuar con la AC a través de la region hidrofébica, ademas de interactuar con la
gelatina mediante su region hidrofilica.

El agente desolvatacion (acetona) se empled para deshidratar las cadenas de GEL e inducir
cambios conformacionales en su estructura y posteriormente inducir la precipitaciéon de las MP
[41]. Finalmente, se us6é GA como agente entrecruzante para estabilizar la estructura de las MP
a fin de evitar su rapida disolucién en medios acuosos y una rapida liberacién del farmaco a
temperatura corporal. El GA es un agente entrecruzante que ha sido ampliamente estudiado
con proteinas, ya que reacciona facilmente a temperatura ambiente con la formacion
simultanea de enlaces aldimina (-CH = N-) entre los grupos amino de las proteinas.

Ademads, es altamente soluble en agua y se sabe que puede generar enlaces covalentes
inter/intra particulares. Ademas, el GA se ha utilizado ampliamente con GEL para preparar
nanoacarreadores para la administracién de insulina [39], andamios de reparacién de tejido
6seo [98], nanoparticulas para administracion oral de farmacos [97,99], terapia intravesical de

cancer [100] y vectorizacién magnética [101].

El desarrollo de nuevos materiales y sistemas de liberacion de farmacos consume
frecuentemente mucho tiempo y requiere altos costos para alcanzar una formulacion
optimizada, ademas se ha reportado que diversas condiciones del proceso de fabricaciéon
influyen en las caracteristicas finales de las microparticulas, por lo que se utilizé el disefio de

experimentos ortogonal Taguchi L8 2x6 para optimizar el tiempo de produccién y reducir el
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nimero de experimentos requeridos para obtener una formulacién con las caracteristicas
deseadas. Se realizéd la evaluacién de los siguientes factores de estudio o variables
independientes: velocidad de agitacién (rpm) durante la fabricaciéon, cantidad de atorvastatina
inicial (mg), volumen de adicién del farmaco (metanol, mL), volumen del agente de
desolvatacion (acetona, mL), concentracién de la gelatina (mg/mL) y cantidad de agente
entrecruzante (volumen de glutaraldehido 2%, pL).

Se realizaron 8 experimentos con 6 repeticiones evaluando como variables de respuesta el
tamafio de particula, PDI y potencial Z (Zetasizer Zen3600 Malvern Instruments). En la tabla
10 se reportan los resultados obtenidos en las variables de respuesta expresados como
media+DE (n=6). Es bien sabido que el tamafio de particula de los sistemas de administracién
de farmacos influye en su estabilidad, eficiencia de entrampe, perfil de liberacién del farmaco,
biodistribucién, acumulacién en tejidos, mucoadhesién y captacion celular, entre otros
procesos fisiologicos. Especialmente en la captacion celular y la internalizacidn, el tamafio es de
gran interés para vias de administracion como la pulmonar, transdérmica, liberacion a cerebro,
etc., ya que la endocitosis mediante mecanismos como via caveolina o pinocitosis son
favorecidos por particulas pequefias, mientras que la fagocitosis por células del sistema inmune
como los neutréfilos, macréfagos y células dendriticas son favorecidas en particulas 21.0 pm.
[102]. Asi mismo en la via oral, la captacién celular por los enterocitos es dependiente del
tamaiio, sin embargo dado que el material compuesto preparado fue disefiado paralaliberacién
en el intestino, el tamafio de particula nanométrico no es una limitante.

De acuerdo a las recomendaciones de terminologia de la IUPAC se considera en el término
microparticula a aquellas particulas con dimensiones en el intervalo de 1x10-7a 1x10-4m [103]
sin embargo, algunos autores consideran que 1000 nm corresponde a la definicién de
nanoparticulas [104].

Se establecié el tamafio de particula como respuesta a fin de obtener particulas de talla
micrométrica, para favorecer la interaccidn con las particulas de arcilla, asi como lograr un
perfil de liberacién mas lento respecto a nanoparticulas. El tamafio de particula se determiné
mediante la técnica de DLS, se observé que con las diferentes variables estudiadas se
obtuvieron tanto nanoparticulas como microparticulas, con valores de tamafio en un intervalo

de alrededor de 520 a 2300 nm, con valores de PDI en un intervalo de 0.28 a 0.52 (figura 31).
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Tabla 10. Variables de respuesta para el diseiio de experimentos

Experimento Tamaiio (nm) £DE (n=6) P]()nI:SE Potencial Z (mV) £DE (n=6)
E1l 648.27+16.21 0.36+0.04 30.07+0.40
E2 1650.83 + 84.33 0.44+0.03 26.65+0.38
E3 2364.00+148.84 0.52+0.03 19.58 £0.24
E4 525.55 +13.87 0.36 +0.05 27.08 +0.60
E5 798.82+32.80 0.32 £0.05 23.43 +0.94
E6 1833.33 +98.32 0.46+0.04 15.53 £0.53
E7 1345.00 £56.77 0.28 £0.03 22.42+0.86
E8 703.60+8.40 0.30+0.04 27.62+0.38

Figura 31. Respuesta de tamafio de particulay PDI de MP para el diseiio Taguchi

Los experimentos E2, E6 y E7 presentaron valores de tamafio de alrededor de 1.3-1.8 pm que
se consideraron adecuados, ya que se prefirid la talla superior a los 1000 nm respecto de la
nanométrica para favorecer la adsorcion de las particulas de arcilla cuyo tamafio (~500 nm) se
confirmo previamente mediante la misma técnica.

El indice de polidispersién (PDI) es un parametro indicativo de la calidad de los sistemas
preparados, que expresa el grado de uniformidad en una distribucién de tamafo de particula
[102]. El valor numérico de PDI varia de 0.0 (para una muestra perfectamente uniformes con
respecto al tamafio de particula) a 1.0 (para una muestra altamente polidispersa con multiples
poblaciones de tamafio de particula). En general, los valores de PDI<(0.2 se consideran
aceptables para acarreadores a base de polimeros, mientras que los sistemas lipidicos como
formulaciones de liposomas, se considera que un PDI <0.3 es aceptable e indica una poblaciéon
homogénea. Dado que MP consiste en un acarreador hibrido lipido-polimero en el cual el

polimero empleado es de origen natural se establecié como parametro deseado PDI <0.3 [102].
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En la tabla 10 se observo que el experimento E3 presentd los valores mas altos de tamafio y
PDI, lo cual indica que tiene una amplia distribucién de tamafio, mientras que los experimentos
E1, E4, E5, E7 y E8 cumplen con la especificacién deseada de PDI<0.3. En general se observaron
valores de PDI bajos lo cual se logra mediante la primera desolvatacién del proceso,
seleccionando las cadenas de alto peso molecular.

Por otro lado, el potencial Z se determind a fin de evaluar la carga superficial de las particulas,
ya que en el disefio del sistema se consider6 que el caracter positivo es apropiado en las
particulas debido a que puede favorecer la interaccién con la arcilla montmorillonita mediante
interacciones electrostaticas, ya que esta presenta un potencial negativo (§ -38.0 a -12.0 mV)
debido a la carga negativa permanente en la cara de las ldminas. Se observ6 que todas las
particulas preparadas presentaron valores de potencial positivo, lo cual puede indicar la
presencia de la capa de gelatina en la superficie de las particulas, dado que dicho biopolimero
es de naturaleza catidnica. Ademas el potencial Z se considera como un indicativo de la
estabilidad, ya que las particulas con bajo potencial Z eventualmente se agregaran debido
interacciones como a fuerzas de Van der Waals. Se ha reportado en la literatura que valores de
€=10-20 mV, £=20-30mV y £>30 mV se consideran relativamente estable, moderadamente

estable y muy estable respectivamente (figura 32) [105].

Figura 32. Respuesta de potencial Z de MP para el disefio Taguchi

Sin embargo, se observ6 que unicamente en el experimento E1 se alcanzé un potencial £>30
mV, siendo el valor méas bajo de £ =15.53mV en el experimento E6. Se observd que los valores
mas altos de potencial Z corresponden a los valores mas bajos de tamafo, lo cual muestra que

la presencia de la carga superficial reduce la agregacion de las particulas durante su formacidn.
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En el disefio de experimentos el diagrama de Pareto permite visualizar los factores en orden
decreciente de significancia sobre la respuesta. Se graficaron los efectos estimados para los
factores estudiados, asf como el nivel, mientras que el grafico de efectos principales muestra el
impacto de cada factor en la respuesta. Se realiz6 una ANOVA para probar la significancia
estadistica de los efectos observando que los factores que tienen una valor-P menor que 0.05
son estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95.0%.

En cuanto al tamafio de particula y PDI se observd que el principal factor que puede afectar
estas respuestas es la concentracién de la gelatina, ya que al existir una mayor concentraciéon
de este biopolimero en el medio favorece la agregacion, asi los 4 experimentos con el nivel alto
presentaron un tamafio mayor. Para ambas respuestas los siguientes factores fueron la
cantidad de atorvastatina, volumen del agente de desolvatacidn y el entrecruzante (figura 33).
Ademas, el volumen del glutaraldehido (2% v/v), el cual es el agente entrecruzante que permite
no solo la formacién de enlaces intra-particulas sino también inter-particulas, por lo que puede
haber agregacion no solo por interacciones de tipo Van der Waals sino también mediante

enlaces covalentes.

Figura 33. Diagrama de Pareto y grdfico de efectos principales para tamafio de particula y PDI de MP

Respecto al potencial Z se observo que los principales factores que influyeron fueron la

concentracién de la gelatina en su nivel bajo, debido a que este biopolimero se encuentra en la
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superficie de las microparticulas y por su naturaleza cationica les brinda una carga positiva,

ademas de la cantidad del farmaco en su nivel bajo (figura 34).

Figura 34. Diagrama de Pareto y grdfico de efectos principales para potencial Z de MP

Mediante el analisis estadistico se realizé la optimizacién de las variables de respuesta, con lo
cual se establecieron las condiciones de proceso para obtener las MP con las caracteristicas

deseadas (tabla 11).

Tabla 11. Optimizacion de respuestas para la preparacion de MP

Factor Optimizaciéon Nivel
A Velocidad de agitacion (rpm) 1 750
B Cantidad de atorvastatina (mg) -1 10
C Volumen de metanol (mL), -1 5
D Volumen del agente de desolvatacién (acetona, mL) 1 10
E Concentracion de gelatina (mg/mL) 1 20
F Cantidad de agente entrecruzante (glutaraldehido 2% v/v, uL) -1 25

7.2.1 Eficiencia de entrampe de MP (%)

Una vez determinadas las condiciones de fabricaciéon para tamaifio, PDI y potencial Z, se
determind la eficiencia de entrampe del sistema obtenido.

En medio de varios tipos de materiales, los acarreadores a base de gelatina (GEL) han ganado
mucha atencién debido a su seguridad y capacidad para transportar eficientemente moléculas
de farmacos de diferente naturaleza a través de las membranas bioldgicas, ademas de su alta
disponibilidad, bajo costo y una gran cantidad de grupos funcionales sobre la superficie para
facilitar el entrecruzamiento y su funcionalizaciéon. Aunque, la GEL ofrece varias ventajas,
presenta una baja capacidad de carga o eficiencia de entrampe de farmacos debido a su
naturaleza hidrofilica [106].

La capacidad de entrampe de fairmacos hidrofébicos en acarreadores a base de GEL podria
explicarse teniendo en cuenta la localizacion preferencial del farmaco dentro de un ntcleo del

acarreador, que es menos hidrofilico que el ambiente acuoso externo [41].

70



RESULTADOS Y DISCUSION

Sin embargo, en los dltimos afios los acarreadores hibridos de tipo lipido-polimero se han
empleado con éxito para la administracion de farmacos poco solubles en agua y naturaleza 1abil
alos acidos en medios bioldgicos, por ejemplo la anfotericina B [9] y resveratrol [36].

Dado que la AC es un farmaco BSC clase II de caracter hidrofébico, se seleccioné este tipo de
sistema hibrido para favorecer la eficiencia de entrampe mediante la interaccién con la lecitina
de soya. La eficiencia de entrampe se determiné mediante un método directo cuantificando la
cantidad de AC contenida dentro de las MP y se encontré un valor de 67.30%+2.65 (n=3), que
es un EE% mayor respecto de otros trabajos con sistemas de nanoparticulas poliméricas de
PLGA (EE 34-37%) [107]. Recientemente, se reporto la preparacién de nanoparticulas hibridas
de gelatina-acido estearico cargadas con AC, pero con menor eficiencia (EE 18-58%) que la de

nuestros sistemas de estudio [106].

7.3 Preparaciony caracterizacion del material compuesto microparticulas
hibridas/ montmorillonita (MP/MMT)

7.3.1 Determinacion de potencial Zeta (&) en funcién del pH

Para la preparacion del material compuesto se empled el método de intercalacion en el cual se
consider6 que la posible interaccién entre la arcilla y las microparticulas se lleva a cabo
mediante cargas electrostaticas, pues ha sido ampliamente reportado la interacciéon entre
arcillas y moléculas de interés, asi como acarreadores coloidales mediante este tipo de fuerzas
como interacciones electroatractivas entre nanoparticulas catiénicas de quitosano y arcilla
MMT [108] . Por lo cual se realizd la determinacion de potencial Z de las MP y MMT en funcién
del pH, para encontrar el valor de pH en el que ambos materiales pudieran presentar cargas
opuestas para favorecer su interaccién. La figura 35 y tabla 12 presentan los valores de
potencial Z obtenidos en el intervalo de pH estudiados (n=3). En el caso de MP se observo que
al aumentar el pH, el potencial Z disminuy®, debido a la ionizacién de los grupos funcionales de
la gelatina presente en la superficie de las microparticulas, por lo cual a pH acido se atribuye un
potencial positivo debido ala protonacién de los grupos amino (NH3*), mientras que a pH basico
los grupos carboxilo (COO-) proveen un potencial negativo ya que se encuentran
desprotonados, ademas claramente se observo alrededor de pH 4.8 que la carga de las
particulas es cercana a cero debido a que se alcanza el punto isoeléctrico (PI) de la gelatina tipo
B empleada en la fabricacion de MP, lo cual coincide con lo reportado previamente en la

literatura [75]. Por otro lado, se evalud el potencial Z de una dispersion de la arcilla seleccionada
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MMT Nanoclay® (5 mg mL-1) en funcién del pH, con lo cual se confirmé que la arcilla presenta
un potencial negativo en todos los valores de pH estudiados debido a la carga negativa
permanente de las laminas, sin embargo se observa una ligera disminucién del potencial de -20
a-27 mV conforme aumenta el pH debido a que a pH acido existe una protonacion de los grupos

funcionales presentes en los bordes de las laminas de acilla [109].

Tabla 12. Potencial Z de MP y MMT en funcién del pH
Potencial Z (§) (mV) = DE (n=3)

pH MP MMT Nanoclay®
3.0 18.87 £ 0.25 -20.50+0.30
4.0 12.03 £0.71 -25.83+0.75
5.0 -1.57 £ 0.05 -22.83+0.25
6.5 -6.44 + 0.65 -27.77£0.42
7.0 -11.93 £ 0.49 -26.60+0.40
8.0 -15.47 +1.27 -27.90+0.17
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Figura 35. Grdfica de potencial Z en funcion del pH de MPy MMT

Con la evaluacidn del potencial Z se encontré que a pH acido los sistemas presentan cargas
opuestas, por lo cual la intercalacién se realizé a pH = 3.0£0.1, que consistid en la adsorcién de
MMT Nanoclay® con carga negativa (§=-20.5+0.30 mV) en la superficie de MP con carga positiva
(§=18.87+£0.25 mV), por lo que el proceso es impulsado por una fuerte atraccion electrostatica.
La preparacion de materiales compuestos que usan interacciones electrostaticas entre
polimeros y nanoparticulas inorganicas se ha reportado anteriormente mediante el método de
adicion directa, que consiste en mezclar ambos componentes para formar agregados de los dos
materiales cargados opuestamente. Después de la evaporacion del agua, la dispersidn se vuelve

a ensamblar produciendo estructuras exfoliadas y/o intercaladas. Sin embargo, también una
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proporcion de las capas puede apilarse nuevamente en paralelo volviendo a formar los
tactoides [32].

Al caracterizar el material compuesto MP/MMT obtenido se observé que el potencial zeta
disminuye (§11.10 + 0.64 mV) respecto MP, lo que indica que las particulas hibridas MP estaban
parcialmente cubiertas por la arcilla MMT. Este resultado corrobora la adsorcién electrostatica
entre la arcilla MMT en la superficie de MP. Ademas, se observé un aumento en el tamafio de
particulaa 5.77+0.60 um (n=3) con un PDI de 0.28+0.03 lo cual también confirma la adicién de
las laminas de arcilla a las MP, este aumento en el tamafio de particula indica la formacién de
una estructura diferente de MP o MMT solos. Otros autores han reportado resultados similares
con diferentes sistemas, por ejemplo, Xu et al. (2014) mencion6 que las distribuciones de
particulas son mas amplias y los tamafios son mas grandes en compositos a base de particulas
poliméricas y arcillas, respecto a las particulas de polimero puro, debido a la presencia de la

arcilla MMT [110].

7.3.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Los sistemas sistema MP y MP/MMT obtenidos junto con los componentes individuales (GEL,
AC, LEC, MMT) fueron caracterizados mediante FT-IR en el intervalo de 4000 a 400 cm-, con lo
cual se observaron las bandas caracteristicas de los grupos funcionales de cada componente. La
figura 36 presenta los espectros obtenidos por FT-IR.

En el espectro de AC se observo una banda en 3365.52 cm-! de grupos hidroxilo (-OH), 3234.60
cm! para el grupo aromatico (-NH), 2972.75 cm-! para (-CHz), 1649.58 cm-! para carbonilo
(C=0),1579.08 cm! (C-N) y 1432.66 cm! (C-C). En el espectro de la GEL se observan las bandas
caracteristicas de 3306.64 cm! que corresponde a la amida A (N-H), 3071.91 cm-1de la amida
B, 1636.41 cm-de laamida I (C=0), 1534.15 cm-! de la amida II (N-H). En cuanto a la lecitina de
soya se observa la presencia de bandas en 1737.12 cm! de la sefial vibracional del grupo
carbonilo (C=0) y bandas en 1227, 1060 y 824 cm- de (PO3), que corresponden a las bandas
caracteristicas de fosfolipidos fosfatidilcolina, fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina
presentes en la lecitina de soya [111].

En el espectro de las MP cargadas con AC, se observan las bandas en 3309.74 cm!
correspondientes a la amida A (N-H), 3074.24 cm-! correspondientes a la amida B, 1548.09 cm-
1de la amida Il (N-H), indicativos de la presencia de la gelatina, sin embargo se observa también
la aparicion de una nueva banda en 1452.03 cm-! que corresponde al enlace aldimina (R-CH=N-

R') el cual confirma el entrecruzamiento de los grupos amino de los residuos de lisina presentes
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en la gelatina con el glutaraldehido (-CHO). Ademas, se observan las bandas en 2927, 2857 cm-
1 con menor intensidad, que confirman la presencia de lecitina en el sistema. En cuanto al
farmaco las bandas alrededor de 3300 cm-! se ven ocultadas por las bandas caracteristicas de
la amida A y amida B de la gelatina, sin embargo, se observan las bandas alrededor de 1645 y
1548 cm-! que se pueden atribuir a los enlaces (C=0) y (C-N) respectivamente.

En el material compuesto MP/MMT se observaron las bandas alrededor de 3320 y 1634 cm-!
de amida A y B de la gelatina , y la banda caracteristica de aldimina de entrecruzamiento en
1452 cmt, las bandas de lecitina en 2900-2800 cm-! correspondiente a MP, ademas de bandas

de MMT alrededor de 512 cm-1 que confirman su composicién.

Figura 36. Espectroscopia FT-IR de los sistemas preparados MP, material compuesto MP/MMT y componentes
individuales

7.3.3 Difraccion de rayos X de polvos (XRD)

La figura 37 presenta la caracterizacion de la MMT Nanoclay® y el material compuesto
MP/MMT preparado a pH=3.0+0.1 mediante XRD de polvos en un intervalo de 2 a 70 6. Las
difracciones d001, d003, d020-110, d130-200 y d060 corresponden a las sefiales
caracteristicas de la MMT y en el caso de la MMT Nanoclay® se presentaron en los valores de
6.03, 19.80, 34.80 y 61.75 (26). Ademas, se observo un pico de un componente no arcilloso
denominado dolomita (D) que corresponde a la sefial en 29.05 (20) [84]. La reflexion de MMT
a 26 = 6.03 corresponde a la difraccién de d001 el cual indica el espacio basal de 14.65A.
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En el caso del material compuesto MP/MMT se observé la sefial que corresponde al plano de
difraccién d001 presentd un desplazamiento a un angulo de difraccion inferior de 26 = 4.98,
respecto a la MMT sola, lo cual confirma una expansién del espacio cristalografico de hasta
17.74 A. El aumento en el espacio basal proporciona evidencia de la interaccién entre la GEL en
la MMT Nanoclay® para la obtencién del material compuesto mediante una estructura

intercalada.

MMT

Intensity (a.u)

Intensidad (a.u)

70

26
Figura 37. Difractogramas de MMT y MP/MMT

Los patrones de XRD permiten investigar el efecto del pH en la preparacién del material
compuesto MP/MMT y mediante la ley de Bragg es posible determinar el espacio
cristalogrdfico (d). Se mezcl6 la arcilla MMT Nanoclay® y la dispersiéon de MP previamente
caracterizada, ajustando el pH con HC1 0.2 M o NaOH 0.2 M hasta alcanzar diferentes valores de
pH, a fin de observar una posible interaccidn de atraccién o repulsioén entre la arcilla y las
particulas debido a los cambios en la carga superficial de los sistemas por el medio acido o
alcalino. Posteriormente, las mezclas realizadas se secaron mediante la técnica de “solution
casting” en el cual el material preparado se verti6 en una caja Petriy se dej6 secar a temperatura
ambiente durante 24 horas.

La figura 38 ilustra el efecto del pH (pH+0.1 = 1.6, 3.0, 5.0, 6.5 y 7.0) en los patrones de
difraccidon de XRD en el material compuesto MP/MMT. La interaccion se pudo observar por la
aparicion del pico alrededor de 26 = 4.69 ° a 5.08 ° (espacio d de 18.85 - 17.74 A) cuyo valor d

aumenta a medida que el pH disminuye, excepto en valores de pH cercanos al PI. Estos
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resultados pueden explicarse de acuerdo con las interacciones existentes de la superficie de la
MP con la arcilla MMT (tabla 13).

Es bien sabido que la gelatina posee propiedades anféteras, por lo que a valores de pHde 1.6 y
3.0 (pH <PI), tiene una carga superficial positiva debido a la protonacién de grupos NHj3 *, por
lo que se promueve la interaccidn con caras negativas de la MMT, dando los maximos aumentos
en el espacio d de 18.85 y 17.74 A, respectivamente.

Por otro lado, a pH = 6.5y 7.0 (pH> PI) las MP tienen una carga superficial negativa debido los
grupos carboxilo (COO-) los cuales se coordinan con las ldminas de MMT, pero con un nivel de
interaccién mas bajo lo que se refleja en un menor aumento del espacio d (17.55 y 17.51 A).

A pH> P], la interaccion entre gelatina y MMT ocurre a través de la carga de los bordes, la cual
es dependiente del pH. Adicionalmente, también existen interacciones de puentes de hidréogeno
entre grupos carbonilo de la gelatina y grupos hidroxilo de la MMT. Sin embargo, a un pH de 5.0
(pH ~ PI), el grado de ionizacion de la gelatina es menor, lo que lleva al menor incremento del

espaciamiento d a 17.39 A.

pH Angulo 20 Espacio d (A)
1.6 (d) 4.69 18.85
3.0 () 498 17.74
5.0 (e) 5.08 17.39
6.5 (b) 5.03 17.55
7.0 (a) 5.05 17.51

Tabla 13. Desplazamiento de dngulo 26 y apertura del espacio basal (d) en funcién del pH

Intensidad (a.u)

I
5 6 7 8 9 10

[
%)
.

Figura 38. Efecto del pH en la preparacion de MP/MMT
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7.3.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La forma y la morfologia de la superficie de los sistemas preparados se determinaron mediante
SEM. La figura 39-a, muestra las MP que se obtuvieron con morfologia esférica y superficie lisa,
sin grietas ni heterogeneidades. Por otro lado, la micrografia del material compuesto MP/MMT
figura 39-b revela particulas de la arcilla MMT como laminas adsorbidas aleatoriamente sobre
la superficie de MP, que resultan en una superficie rugosa e irregular, pero manteniendo la
forma esférica del sistema original [13].

El compuesto obtenido mostr6é una morfologia que se ha denominado de tipo frambuesa o
armadura (“raspberry-like”) que consiste en nudcleos organicos recubiertos con particulas
inorganicas [43]. Esta morfologia ha sido reportada previamente en sistemas tales como
materiales compuestos de plata/polipirroles unidos a la superficie de esferas de silice [112] y
compuestos de poliestireno/laponita [113].

Varios autores han reportado la preparaciéon de materiales compuestos a base de GEL y
montmorillonita como sistemas de liberacién controlada de fAirmacos, como la intercalacion de
cadenas de gelatina puras en la arcilla, sistemas tipo hidrogel [114] y nanoparticulas [13]. Sin
embargo, hasta el momento no se han reportado estructuras tipo raspberry-like o frambuesa,
por lo que el sistema preparado resulté novedoso en cuanto a la estructura y morfologia
obtenida.

Por otro lado, se ha reportado, que en la obtencién de materiales compuestos mediante la
adicion de arcilla MMT en el interior del acarreador de gelatina reduce la eficiencia de entrampe
y la capacidad de carga del farmaco. En el sistema MP/MMT, este efecto se pudo evitar mediante
la localizacién de la arcilla MMT en el exterior del acarreador, en la superficie de la MP, sin
reducir el atrapamiento del farmaco en el interior del acarreador y aprovechando las
propiedades de liberacion controlada que brinda la MMT [13-15].

Finalmente, para evaluar el efecto del pH sobre la morfologia, mediante SEM se analizé el
material compuesto preparado a pH inferior (pH 3.0) y superior (pH 7.0) al PI de la gelatina, a
fin de observar el efecto de la carga superficial de la MP en la morfologia final del material
compuesto. A pH 3.0, la figura 39-c ilustra la estructura de tipo frambuesa o raspberry-like
antes mencionada debido a la adsorcion de laminas de MMT cargadas negativamente sobre la
superficie de la MP por atraccién electrostatica. Mientras que a pH 7.0, la figura 39-d ilustra
que las MP conservaron su superficie lisa, ya que tanto la MMT como las MP tienen carga
negativa, lo que impide la adsorcidén de las laminas de MMT en la superficie MP debido a

repulsiones electrostaticas.
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5 pm
Figura 39. Micrografias en SEM de MP (a), MP/MMT pH=3.0 (b-c) y MP/MMT pH=7.0 (d)

7.3.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Es bien sabido que en los materiales compuestos las arcillas mejoran las propiedades térmicas
de los polimeros, como la estabilidad al aumentar la temperatura de degradacién y
descomposicién debido a las excelentes propiedades de barrera. Por lo que otros grupos de
investigacion han evaluado la mejora de las propiedades térmicas en materiales compuestos a

base de GEL y MMT, por ejemplo en peliculas preparadas para materiales de envase [115,116].

Los termogramas de los sistemas preparados MP, MP/MMT y el fairmaco AC, se muestran en la
figura 40. En el termograma de la AC se observd una endoterma ancha alrededor de 80-120°C,
que se atribuy6 a la pérdida de moléculas de agua de la sal trihidratada. También a se observd
un pico endotérmico alrededor de 155°C que se atribuy6 al punto de fusiéon del farmaco
confirmando que muestra su naturaleza cristalina. La ausencia de estas sefiales en los
termogramas de MP y MP/MMT confirma el atrapamiento adecuado del farmaco, indicando una
condicion amorfa debido a la dispersion molecular o al estado de la solucién sélida dentro del

sistema lipido-polimero (MP) [25].
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Para la GEL, se ha reportado en la literatura una transicion vitrea (Tg) en 80-90°C atribuida a
la movilidad de las regiones amorfas, seguida de una transicién endotérmica de primer orden
(Tm) alrededor de 110-115°C como resultado de la fusién de las uniones cristalinas y otra
transicion alrededor de 170°C debido a la isomerizacion de enlaces peptidicos (Ti) [117]. En el
termograma del sistema MP, la Tg se observo alrededor de 80°C, no se pudo observar Tm
indicando una disminucidn en la cristalinidad de GEL y la transicion Ti se desplaz6 a alrededor
de 190°C, lo que se ha reportado es caracteristico de la GEL entrecruzada [118]. Este resultado
confirma el entrecruzamiento realizado por el glutaraldehido durante la preparacién del
sistema MP. Por otro lado, en el material compuesto MP/MMT las transiciones Tm y Ti
desaparecieron por la adicién de arcilla, lo cual se puede deber a un aumento en restricciones
de movilidad de las cadenas de GEL por las laminas de MMT [76], ademas, también se observo
un aumentd su Tg a 85°C respecto a MP, lo cual se observa a menudo en materiales compuestos
a base de polimeros y arcilla [119]. En general, la mejora de la estabilidad térmica se atribuye a
laresistencia térmica de MMT, y a la fuerte interaccion electrostatica entre MP y MMT que actda

como entrecruzamiento fisico [76].

Figura 40. Termogramas de DSC de MP, MP/MMT y AC

7.4 Caracterizacion reologica

Se realiz6 la caracterizacion reologica de las MP en dispersidon acuosa asi como del material
compuesto MP/MMT a diferentes valores de pH a fin de evaluar el efecto en sus propiedades

reoldgicas. Para lo cual se realizaron pruebas de cizalla simple y cizalla oscilatoria, empleando
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un sistema reométrico de cilindros concéntricos, ya que esta es apropiada para la
caracterizacién de fluidos de baja viscosidad, ademas mantiene homogéneo el sistema, la
temperatura y previene la evaporacién. Todas las determinaciones reométricas fueron
realizadas a 37.0+1.0°C con la finalidad de simular la temperatura corporal.

En las pruebas de cizalla simple se observd que las dispersiones de MP presentaron un
comportamiento newtoniano, en el cual la viscosidad (1) es dependiente del pH, observando la
siguiente relacion: n 3.0 £ 0.1 (pH <PI)>1 7.0 £ 0.1 (pH> PI)>1 4.8 £ 0.1 (pH = PI) (figura 41).
A valores de pH por encima y por debajo del P], las cargas positivas o negativas fuertes de los
grupos amino y carboxilo, producen repulsion electrostatica entre las cadenas de gelatina, lo
que permite la relajaciéon y el aumento de la captacion de agua, con un aumento de la viscosidad

M) [76,120].
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Figura 41. Efecto del pH en la viscosidad de las MP, prueba de cizalla simple a diferentes valores de pH (3.0,
4.8y7.0)

Asi pues, en pruebas de flujo oscilatorio el comportamiento newtoniano esta relacionado con
la interaccién débil entre las particulas esféricas observadas en el analisis SEM. La adicion de
arcilla para la obtenciéon del composito induce un aumento significativo en la viscosidad
compleja (n*) respecto a su estructura, exhibiendo un comportamiento no newtoniano de tipo
aldegazante al flujo (n<1) para el material compuesto MP/MMT (figura 42), ya que la
viscosidad compleja disminuye con el aumento en la frecuencia (w). El comportamiento no
newtoniano es causado por la presencia de la arcilla que se asocia para formar estructuras que
son susceptibles a los cambios inducidos por el flujo (figura 43). La n* depende del pH, como

resultado de las interacciones entre las MP y MMT, con un maximo de n* a pH = PI. Las
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viscosidades complejas siguen el orden en funcién del pH: n* 4.8 (pH = PI)>n * 7.0 (pH> PI)>n
*3.0 (pH <PI).

0.1 3 o

0.01

Viscosidad compleja n',(Pa.s)

IE34 o MP/MMTpH3.0
] MP/MMT pH 4.8
A MP/MMT pH 7.0

o

1E4 Ly — Ty — T
01 1 10
Frecuecia o, (rad/s)

Figura 42. Efecto del pH en la viscosidad compleja del material compuesto MP/MMT a diferentes valores de
pH (3.0,4.8y 7.0)

Se conoce que la carga del borde de la ldmina de MMT es dependiente del pH, la cual permite
diferentes modos de asociacion entre las particulas tales como cara a cara (face-face, F-F), borde
a borde (Edge-Edge, E-E) y borde a cara (edge-face, E-F). A pH acido (por debajo del PI), se
observa la formacion de estructuras debido principalmente a la atraccion electrostatica entre
las caras cargadas negativamente y los bordes cargados positivamente (E-F). Por lo tanto, las
particulas de MMT se asocian en la estructura llamada "casa de naipes” o “house of cards”
[121]. En el material compuesto preparado, la estructura de casa de naipes se debilita por la
presencia de las MP con carga positiva. Por lo tanto, a pH 3.0, en el que las MP se encuentran
cargadas positivamente se observo el valor de la viscosidad compleja p* mas bajo

correspondiente al comportamiento menos dependiente de la frecuencia (del tipo adelgazante).

—

Figura 43. Estructura “house of cards” o casa de naipes formada por asociaciones de la arcilla
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Por el contrario, a valores de pH altos (por encima del PI), los bordes y las caras de la MMT
tienen carga negativa. Aqui, la formacién de la estructura se debi6 a la repulsién electrostatica
de largo alcance (E-E y F-F). Ademas, a este pH (7.0), las MP estan cargadas negativamente, lo
que permitié una estructura de "casa de naipes"” fuerte, con una mayor viscosidad compleja y
un comportamiento pronunciado dependiente de la frecuencia (figura 42).

Ademas, en los espectros mecanicos dinamicos de pequena amplitud de deformacién la
interacciéon entre MMT y MP revelaron un comportamiento tipo "solid like" (figura 42) es
decir, se observdé un comportamiento viscoso dominante (G'">G') pero con una meseta
independiente de la frecuencia, presente a bajas frecuencias (tiempos grandes).

En el PI (pH 4.8), las MP son neutras y no interfieren en la asociacion de particulas de MMT, por
lo que permiten asociaciones (E-F), que conducen ala estructura mas fuerte de "casa de naipes”,
observada en la figura 42, por lo que a este pH la estructura tuvo la mayor viscosidad n*, lo que
indica la poca interaccién entre la arcilla MMT y las MP a este pH, lo cual coincide con los
resultados de XRD que confirman la menor interaccién en valores cercanos al PL

En la figura 44 se muestran los resultados de las pruebas oscilatorias en la zona viscoelastica
lineal.

El recuadro representa el médulo elastico G' en funcién del pH a la frecuencia de w = 1 rad s'.
Se observo que G' alcanza un maximo en el PI (pH = 4.8) seguido de una disminucién al alejarse
el pH del PI (pH 3.0 y 7.0) (figura 44). Estos resultados muestran que la elasticidad del material
compuesto MP/MMT depende del pH, y que a pH=PI el compuesto presenta una estructura
altamente elastica basada en una red continua (“casa de naipes “ o “house-of-cards") que se
relaja a medida que el sistema se aleja del PI [51,52]. Es importante mencionar que a pH 3.0 y
7.0, el caracter viscoso domina a lo largo de todo el intervalo de frecuencias (G'"'> G'"), pero a pH
4.8 domina el caracter elastico (G'> G'") correspondiente a un comportamiento semisolido

(figura 45).
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Figura 44. Efecto del pH en G’ del material compuesto MP/MMT a diferentes valores de pH (3.0, 4.8y 7.0)
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Figura 45. Caracterizacion reolégica de MPy MP/MMT en funcién del pH en cizalla oscilatoria
El composito MP/MMT obtenido se formd dentro de las respectivas dispersiones, es por eso
que el comportamiento es diferente en cada valor de pH, y se observo en diferentes resultados

variando el pH en reologia (dispersiéon en agua), SEM (estado sélido) y XRD (estado sé6lido).

En el caso de las MP, las propiedades de la gelatina influyen en el comportamiento reoldgico de
acuerdo con el punto isoeléctrico de la gelatina y el pH del medio, ya que el pH modifica la carga

de la particula y por ende las interacciones entre particulas.

Consecuentemente también la carga superficial de las MP regula la interaccion con la arcilla

MMT, esta interaccion modifica el comportamiento reoldégico de la dispersién del composito, es
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decir estos resultados mostraron una relacién entre MP y MMT fuertemente dependiente del
pH, ya que el pH modifica las interacciones entre particulas. Finalmente, dado que este sistema
fue desarrollado para liberacién de fArmacos resulta de gran relevancia evaluar el efecto del pH

en la liberacion de AC.

7.5 Estudios de liberacion in vitro

Se realizaron estudios in vitro a fin de evaluar la liberacion de la AC desde las MP y como la
presencia de la arcilla modifica la liberacién mediante la interaccién con la GEL. La via oral sigue
siendo la mas utilizada sin embargo presenta un reto en el desarrollo de sistemas de liberaciéon
de faArmacos. Cuando las formulaciones se administran por via oral, pasan a través de diferentes
regiones a lo largo del tracto gastrointestinal donde estan expuestas a diferentes condiciones
de pH. Para tener en cuenta dicha ruta, la liberacion in vitro de AC se evalué en diversos medios
de pH que simulaban el entorno del TGI y el tiempo de transito a la temperatura corporal
(37.0°C£1.0°C).

El perfil de liberacion in vitro del sistema MP y el material compuesto MP/MMT se examinaron
durante 48 h con el método de la bolsa de dialisis en condiciones gastrica, intestinal y colénica
considerando los estados de ayuno (FAS) (figura 46-a) y 1a ingesta de alimentos (FED) (figura
46-b). Se observé una liberacion en condiciones gastricas del 14.89% para el estado FAS (pH
1.6) y 5.24% con el estado FED (pH 5.0) en un tiempo de 2 horas. En condiciones intestinales,
se pudo observar que la liberaciéon acumulada fue de 40.60% para FAS (pH 6.5) y 17.84% para
FED (pH 5.8) durante 6 h. El perfil de liberacién mostré un periodo inicial de liberacién rapida
durante 12 horas, seguido de una velocidad de liberacién mas lenta hasta las 48 horas. El patrén
bifasico de liberacién del fArmaco observado es similar al reportado por otros autores [106]. Se
observd una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05) a las 48 horas del estudio, el %
acumulado de liberacion de AC en estado FAS (pH 7.0) es 66.13%, que fue mas grande y mas
rapido que el estado FED (pH 7.0) con 54.99%. Shilpi et al., (2017) report6 nanoparticulas
hibridad cargadas con AC para administracion oral con liberacién de 58.77 a 73.4% en 24 h.
La liberacién de farmacos desde acarreadores a base de GEL implica diversos mecanismos
como la desorcion, difusion y biodegradacion. Ademas, se ha reportado que el grado de
entrecruzamiento tiene un impacto significativo en la liberacién de los fArmacos. Cuando las
MP cargadas con AC entran en contacto con el medio de liberacidon, las moléculas de disolvente
difunden a la red de la microparticulas y existe un proceso de relajacion de las cadenas de GEL.

Posteriormente las moléculas de AC se disuelven en el medio y se liberan a través de los canales.
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La diferencia significativa (p <0.05) en la liberacién de MP del perfil de FAS y FED puede
deberse al papel del pH en la regulacion de la absorcién de agua e hinchamiento de las MP en
funcién del PI de la GEL. En pH acido (pH <P], es decir, 1.6 £0.1) o pH basico (pH> P], es decir,
5.840.1, 6.5+0.1 y 7.0+0.1) el hinchamiento de las MP aument6é por las repulsiones
electrostaticas de los grupos funcionales ya sea amino o carboxilo, alcanzando el valor minimo
en el punto isoeléctrico (pH~PI es decir, 5.0 + 0.1) [13]. Sin embargo, uno de los efectos mas
importantes que brindan las arcillas a los polimeros, es la mejora de las propiedades de barrera.
En el material compuesto MP/MMT, se observo una liberacién retardada con respecto al MP
solas. La presencia de MMT modificé la liberacion de AC a través de dos mecanismos basicos.
El primero consiste en la mejora de las propiedades de barrera mediante el incremento en la
tortuosidad, debido a la creacion de un camino tortuoso por la presencia de las laminas de
arcilla que retarda la difusion de moléculas de farmaco desde el interior de las MP y asi mismo
disminuye la penetraciéon o absorcién del medio disolvente. El otro mecanismo consiste en
limitar el hinchamiento de la GEL por atraccion electrostatica con la arcilla, lo que crea un tipo
de entrecruzamiento fisico [45,76,120]. Tanto las MP como el material compuesto MP/MMT
sostuvieron la liberacidn de AC durante largos periodos (48 h) incluso en las condiciones de pH
mas extremas. Este resultado sugirié que el compuesto MP/MMT permitié el maximo % de
liberacién de AC en las regiones intestinal y colénica donde el faArmaco se puede absorber de
manera mas eficiente.

A pH=1.6%0.1 (pH<IEP) la superficie de MP con carga positiva atrae las laminas de arcilla
reduciendo la capacidad de hinchamiento, reduciendo la liberacién de 14.89% en casi un 50%
respecto de las MP a solo un 6.67% de farmaco liberado desde el material compuesto MP/MMT,
lo que indic6 que en la liberacién en estémago estaria restringida por la presencia de la arcilla
[120]. En la condicién gastrica de FED a pH=5.0+0.1 (pH~IEP), la superficie de MP es neutral
por lo que la interaccién con la MMT es minima, lo cual se confirm6 mediante XRD y reologia, y
di6 como resultado valores similares (p> 0.05) de porcentaje de liberacién acumulado entre MP
y el material compuesto MP/MMT (7.26 y 6.02% respectivamente). En estas condiciones, a
pesar de la presencia de la arcilla solo la estructura de las MP controla la liberacion del farmaco,
por lo cual se observaron valores iguales, debido a la poca interaccion con MMT. A pH=5.840.1,
6.5+0.1 y 7.0£0.1 (pH>IEP) las MP se encuentran con carga negativa por lo que puede existir
repulsion con la MMT permitiendo la liberacion del farmaco debido a la poca interaccién con la
arcilla, asi como al hinchamiento por la presencia de las cargas en las cadenas de GEL. Se

observo que el mayor porcentaje liberado corresponde a la porcién intestinal y colénica con lo
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cual se puede aumentar la biodisponibilidad del fArmaco administrado al protegerlo de la

degradacién en las condiciones gastricas.

Figura 46. Perfiles de liberacion y ajuste a modelo Korsmeyer-Peppas para MPy MP/MMT en FAS (a) y FED
(b)

Los perfiles de liberacion de los sistemas preparados se ajustaron al modelo de Korsmeyer-
Peppas con un buen ajuste (R2 = 0.91-0.97), y la tabla 14 resume los parametros obtenidos. La
velocidad de liberacion del material compuesto sigui6 diferentes cinéticas y fue dependiente
del pH del medio de liberacién, siendo controlado por la interacciéon entre MP y MMT. Por lo
cual se observé una disminucién en la velocidad de liberacién (KKP) con la presencia de la
MMT. Tanto MP como MP/MMT tienen valores de n correspondientes a una liberaciéon de
difusion Fickiana en FAS, mientras que para el estado de FED, se encuentra una liberacién
andémala (no Fickiana), en este caso, la liberacién implica un mecanismo complejo que puede
incluir mecanismos de difusién y erosidn.

Finalmente, se observé un aumento en los valores de n para el material compuesto MP/MMT
con respecto a las MP lo cual indicéd un aumento en la restriccién en la liberacién del fArmaco

por la presencia de MMT [122].

Tabla 14. Liberacién acumulada de atorvastatina (%) y pardmetros de ajuste a modelo Korsmeyer-Peppas (*
FAS y ** FED diferencia significativa (p <0.05))

Parametros MP FAS MP/MMT FAS MP FED MP/MMT FED
SGF (n=3) + DE 14.89 + 0.89* ‘ 6.67 £ 0.34* 7.26+1.14 6.02 +1.90
SIF (n=3) + DE 40.60 £ 0.95* 22.26 £ 1.09* 22.54 £1.85%* 14.10 + 3.62**
SCF (n=3) + DE 66.13 + 0.53* ‘ 42.53 £3.71* 54.99 + 0.57** 43.29 £1.50**
KKP (n=3) + DE 15.75+0.43 7.96 + 0.34 7.21+1.03 478+ 1.74

n (n=3) + DE 0.41 £ 0.005 ‘ 0.47+0.02 0.57 £0.04 0.60+0.12

R? 0.9140 0.9741 0.9467 0.9483
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7.6 Evaluacion de citotoxicidad

La citotoxicidad se evalu6 mediante ensayo de reduccion de MTT Tetrazolio, el cual es un
método colorimétrico simple, no radiactivo que permite evaluar citotoxicidad, viabilidad o
proliferacion celular [41]. E1 MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio bromuro] es
degradado Uinicamente por células viables con metabolismo activo y el estudio se basa en la
actividad de las deshidrogenasas mitocondriales que convierten el MTT en formazan, un
compuesto de color purpura con un maximo de absorbancia cercano a 570 nm, por consiguiente
la cantidad de MTT convertido en formazan es directamente proporcional al nimero de células

[123] (figura 47).

Figura 47. Conversion de MTT en formazdn

La citotoxicidad del material compuesto MP/MMT se evalué durante 24 h, asi como sus
componentes individuales, es decir, MP, MMT y AC en once concentraciones crecientes
manteniendo la relaciéon proporcional con respecto al material compuesto final y un grupo
control al cual no se le aplico ninglin estimulo que corresponde al 100% de viabilidad celular.
La figura 48-a mostro la citotoxicidad de la arcilla MMT donde se puede observar que hasta
~240 pg mL-! no hubo diferencia significativa con el grupo control (p <0.05), este resultado es
similar a lo reportado por Sarmah et al., (2015) que en un ensayo de MTT en linfocitos encontrd
que con 200pg mL-1 la viabilidad celular varié de 80 a 90% durante 8 h [13], sin embargo, en
nuestro estudio se incluyeron mayores concentraciones y tiempo de incubaciéon. El valor
calculado de ICso durante 24 h fue de 1281 pg mL-1. Baek et al., (2012) reporto la citotoxicidad
MMT de 565.50 pg mL-! en células intestinales normales humanas, y sefial6 que la citotoxicidad
de la MMT puede estar relacionada con el efecto del tamafio micrométrico de las particulas de
la arcilla que en el cultivo cubren la superficie de las células interfiriendo en la proliferaciéon
celular al unirse a la membrana plasmatica [124]. Ademas, respecto la MMT y otras arcillas,
algunos autores han sugerido que altas cantidades de particulas de arcilla podrian bloquear la
mayoria de los canales en las membranas celulares, causando la muerte celular [125].

Por otro lado, en la literatura varios autores han reportado previamente que los acarreadores

de farmacos preparados a base de GEL como nanoparticulas o microparticulas, son
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biocompatibles, no téxicos y seguros para su uso en la administracién de farmacos [41]. Acerca
de la citotoxicidad de las MP preparadas, la figura 48-b mostré que hasta 16.12 pg mL-1 no hubo
diferencia significativa con el grupo de control (p <0.05) y la ICso calculada fue de 992 pg mL-1
a las 24 h. Finalmente, la ICso del material compuesto MP/MMT calculado fue 264 pg mL-1, la
figura 48-c mostré que hasta ~67ug mL-! no hubo diferencia significativa del grupo control (p
<0.05). Aunque el sistema MP presenté un valor de ICso mayor respecto al material compuesto
(MP/ MMT), se observo que el compuesto final mostré menos citotoxicidad que las MP solas
(sin arcilla), ya que las concentraciones empleadas mantuvieron la relacién proporcional entre
MP y MMT en el compuesto final, es decir las concentraciones de MP/MMT contienen las misma
cantidad total de MP. Dichos resultados pueden deberse a que las laminas de la arcilla MMT
decoraron o recubrieron la superficie de las MP creando un camino tortuoso que dificulté y
retardo la liberacion del fairmaco, como se observé en los estudios de liberacion in vitro [13].
Resultados similares fueron reportados previamente con nanoparticulas de gelatina [13],
peliculas de quitosano [126] y microcompositos o micro materiales compuestos de poli (L-
lactida) que indican que el MMT proporciona una proteccion celular significativa. El MMT, MP
y MP/MMT no redujeron significativamente la viabilidad celular, lo que puede indicar una

buena biocompatibilidad para estos materiales [127].

Figura 48. Grdficas de viabilidad celular a diferentes concentraciones en 24 h de MMT(a), MP (b) y MP/MMT
(¢
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La evaluacién de la morfologia celular mediante microscopia dptica, mostré que las células
sobrevivieron y crecieron en el fondo de los pozos. Las figuras 49,50 y 51 muestran las
fotograffias con microscopio éptico con aumento 10x de células de fibroblastos 3T3NIH
cultivadas y expuestas a los diferentes tratamientos de MMT, MP y material compuesto
MP/MMT. Se observo que las células NIH3T33T3 mostraron la morfologia caracteristica de la
linea para fibroblastos no comprometidos, sin embargo en algunos se observaron células con

morfologia redonda, lo que fue indicativo de toxicidad en altas concentraciones.

Figura 49. Células NIH3T33T3 fibroblastos con MMT (A-control, B-0.252, C-1.20, D-2.52, E-8.064, F-16.128, G-
24.192, H-60.48, I-141.12, J-241.92, K-2400, L-4850 ug/mlL)

89



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 50. Células NIH3T33T3 fibroblastos con MP (A-control, B-0.5, C-2.4, D-5.0, E-16.1, F-32.3, G-48.4, H-
121.0,1-282.2, ]-483.8, K-4800, L-9700 ug/mL)

Figura 51. Células NIH3T33T3 fibroblastos con MP/MTT composito (A-control, B-0.71, C-3.39, D-7.06, E-22.58,
F-45.16, G-67.4, H-169.34, I-395.14, ]-677.38, K-6720, L-13580 ug/mL
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7.7 Evaluacion de mucoadhesion

Como un estudio previo a la evaluacion de mucoadhesion se determind el potencial Z de los
sistemas preparados y de la mucina en un intervalo de pH de 1.6+0.1 a 6.5+0.1 como se muestra
en la figura 52 para MMT, MP, el material compuesto MP/MMT y una dispersién de mucina
gastrica de cerdo (5% p/p).

Como se mencion6 anteriormente en el potencial zeta de la arcilla MMT se observd la carga
negativa permanente caracteristica para MMT debido a la sustitucién isomdrfica en la
estructura en todos los pH estudiados (§ =-17.5 a-27.76 mV). Las MP mostraron el cambio de
carga positiva a negativa (§ = 19.3 a -6.44) debido a la presencia de grupos NH3+*y COO-y el
punto isoeléctrico (PI) de la gelatina tipo B alrededor de pH=4.8 [128]. En el caso del material
compuesto MP/MMT, se observé un comportamiento similar a las MP con un cambio de
potencial Z de positivo a negativo, en el pH por debajo del PI de la gelatina (pH = 1.6+0.1) se
observo un cambio a valores inferiores de potencial zeta respecto a las MP debido a la adsorcion
de particulas MMT en la superficie de las MP impulsadas por atraccién electrostatica, sin
embargo, a pH por encima del Pl de la gelatina (pH = 6.5£0.1) el potencial Z (§ = -9.02) fue muy
cercano alas MP (§ =-6.44). ApH 6.5, el sistema MP y la arcilla MMT se cargaron negativamente
lo que podria inducir repulsidon electrostatica entre ambos materiales y finalmente su
separacion.

Por otro lado, respecto a la muestra de mucina, se sabe que en la cadena principal del
polipéptido de mucina existen residuos de acido glutamico y acido aspartico (pKa~4), ademas,
de en las cadenas de oligosacaridos hay residuos de acido sialico (pKa~2.6) y grupos sulfato
(pKa~1) que determinan las propiedades electrostaticas y sus propiedades unicas de
formacién de gel [129]. Sin embargo, la mucina mostré un PI asintético ya que las moléculas
permanecieron cargadas negativamente en todos los valores de pH estudiados, dicho

comportamiento ya ha sido previamente reportado [130].
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Figura 52. Efecto de pH en potencial Z de muestras para mucoadhesion

En la administracion oral de farmacos, la mucoadhesién es proporcionada por la formacién de
enlaces no covalentes como puentes de hidrégeno e interacciones iénicas o la adhesidn fisica
entre la capa de moco y los materiales mucoadhesivos [64].

Los resultados de perfiles de liberacién, morfologia mediante SEM y las propiedades
viscoelasticas evaluadas mediante reologia demostraron que las caracteristicas del material
compuesto de MP/MMT se ven fuertemente afectadas por el pH que es capaz de regular la
interaccion entre la arcilla MMT y las MP, por lo cual se decidié evaluar la mucoadhesién
mediante determinaciones reolégicas en diferentes valores de pH: pH 1.6+0.1 y pH 6.5+0.1 para
simular las condiciones gastricas (FGS) e intestinales (FIS) del tracto gastrointestinal (TGI) a
temperatura corporal 37.0£1.0°C [78].

La figura 53 muestra los resultados de las pruebas de evaluacion de las propiedades
viscoelastica para los tres sistemas estudiados MP, MMT y el material compuesto MP/MMT. Se
pudo observar un aumento en magnitud de los modulos elastico y viscoso, G' y G"
respectivamente en la mezcla de sistema-mucina (MMT+Mucina (figura 53 ay b), MP+Mucina
(figura 53 c y d), MP/MTT+Mucina (figura 53 e y f)) en comparaciéon con los componentes
individuales, es decir las curvas de la dispersién de mucina y la dispersiéon de los sistema
individuales (MMT, MP 0 MP/MMT).

Mediante la determinacion del potencial Z se buscé elucidar las posibles interacciones entre la
mucina y los sistemas estudiados. A pH=1.6+0.1 (figura 53 a) la arcilla MMT (§ =-17.5mV) y
la mucina (§ = -1.31 mV) se cargaron negativamente, sin embargo, a pH acido los carboxilatos
son protonados permitiendo el despliegue de las cadenas de mucina con un cambio en la

conformacion a estructura tipo varilla que puede permitir la interacciéon con MMT por puentes

92



RESULTADOS Y DISCUSION

de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals [63]. A pH neutro = 6-7 (figura 53 b), 1as cadenas de
mucina adquieren una conformacién de espiral con dominios hidrofébicos plegados por
puentes entre carboxilatos y grupos amino cargados positivamente, esta conformaciéon puede
limitar la interaccion con la arcilla. Estos cambios en la conformacién de mucina pueden
explicar las diferencias en el sinergismo reolégico para la arcilla MMT (AG'1.6> AG'6.5) (figura
53 ay b) (tabla 15). Hasta donde sabemos, no hay reportes previos en la literatura sobre la
determinacién del sinergismo reolégico de la MMT, pero es necesario realizar mas
caracterizaciones ya que la mucoadhesion es un fenémeno muy complejo.

Por otro lado, la gelatina es un biopolimero catiénico bien estudiado, incluyendo su
comportamiento mucoadhesivo en diversos sistemas como microparticulas mucoadhesivas
para la administraciéon de farmacos, como microesferas de gelatina para la erradicacién de H.
pylori [131] y microesferas de gelatina para administracién por via rectal [132]. En general, se
sabe que el primer paso de la mucoadhesién consiste en el contacto intimo entre los materiales
mucoadhesivos y la superficie del moco, seguido del entrelazamiento mecanico con fuerzas de
Van der Waals, puentes de hidrégeno y otras fuerzas. Dado que la mucina estd cargada
negativamente, una carga positiva podria facilitar el proceso mucoadhesivo [131,133]. A
pH=1.6£0.1, la carga superficial de las MP fue positiva (§ = 19.3 mV) (figura 53 c), como se
mencion6 anteriormente debido a los grupos NH3+, lo cual puede conducir a la interaccién con
las cadenas de mucina (§ = -1.31 mV) por atraccion electrostatica. Sin embargo, el sinergismo
reologico calculado fue negativo, este resultado puede deberse a la adsorcién de cadenas de
mucina negativa en la superficie positiva de las MP que di6 lugar a un “complejo soluble” por
atraccion electrostatica, es decir un sistema disperso con comportamiento similar al del sistema
individual, este resultado es similar a otros estudios como nanoparticulas de quitosano
cargadas positivamente con sinergismo reoldgico negativo determinado por mediciones de
viscosidad [70]. Este tipo de resultados han demostrado que una interaccién mucoadhesiva no
da lugar automaticamente a un sinergismo reoldgico positivo ya que una interacciéon en una
mezcla puede dar lugar a propiedades viscoelasticas mas débiles que la suma de los
componentes individuales [134].

También se observd que en ambos valores de pH el caracter viscoso domina a lo largo de todo
el rango de frecuencias (G''> G'), pero a pH acido se revel6 un comportamiento tipo "sélid like"
(comportamiento viscoso dominante G''>G' pero con una meseta independiente de la
frecuencia) principalmente observada a bajas frecuencias, que confirma la interaccion entre la

MP (carga positiva) y la mucina (carga negativa).
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A pH=6.5%0.1 las MP (§ =-6.44 mV) y la mucina (§ =-8.12 mV) (figura 53 d) presentaron carga
negativa, sin embargo, probablemente el principal mecanismo de interaccién es mediante
puentes de hidrégeno debido a su rica composicién en grupos hidrofilicos como OH, COOH y
NH: lo que condujo a un valor positivo de sinergismo reoldgico.

Finalmente, a pH 1.6+0.1 el material compuesto MP/MMT (figura 53 e) mostré valores
positivos y superiores de sinergia que son atribuibles a un entrecruzamiento fisicos entre
cadenas de mucina (carga negativa), particulas de MP (carga positiva) y la MMT (carga
negativa), a esta condicién de pH se observo el valor mas alto de sinergismo reolégico que
correspondi6é al material compuesto. A diferencia de las MP solas, la presencia de arcilla
favorece la formacién de una nueva estructura tipo red, la cual es dependiente del pH pues se

ve debilitada a pH cercano a la neutralidad (figura 53 f).

Tabla 15. Sinergismo Reoldgico en funcién del pH

i AG’
Sistema 16 6.5
MMT 0.07 0.039
MP -0.06 0.001
MP/MMT 0.26 0.001
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Figura 53. Evaluacién de las propiedades viscoeldsticas en la interaccion con mucina
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VIII. CONCLUSIONES

o Se realizé la caracterizacion de diferentes arcillas, ademas de su capacidad de
adsorcioén. Se seleccion6 la MMT Nanoclay ® ya que present6 los valores mas altos de
CIC, potencial Z y Q para AM, asi como buena adsorcidn de colesterol.

e Se prepard un nuevo material compuesto a base de microparticulas hibridas lipido-
polimero (MP/MMT) con alta eficiencia de entrampe de atorvastatina (>60%) y se
caracterizdé mediante diversas técnicas. El grado de interaccién entre la arcilla MMT y
MP se estim6 mediante experimentos de XRD, y se encontré que los resultados eran
fuertemente dependientes del pH. Ademads, la MMT modificé las propiedades
reologicas, térmicas, morfolégicas y perfil de liberacion del acarreador (MP).

e El composito preparado es un sistema novedoso con una estructura de tipo frambuesa
o “raspberry-like” en la que la MMT se adsorbié en la superficie de las MP
principalmente por atracciéon electrostatica, ademas el composito presentd un
comportamiento reoldgico no newtoniano dependiente del pH.

e Los sistemas preparados microparticulas (MP) y composito (MP/MMT) presentaron
una liberacion controlada de AC durante 48 horas con un mecanismo de liberaciéon y
velocidad dependiente del pH. Este nuevo compuesto es un sistema de administraciéon
de farmacos sencillo y de bajo costo que puede ser destinado a la liberacion controlada
intestinal-colonica. Ademas mediante isotermas adsorcion se confirmo la capacidad de
adsorcion de colesterol de las arcillas empleadas, por lo que este sistema puede ser un
sistema que actie mediante mecanismos combinados para la reduccion de colesterol
en sangre.

e El estudio de citotoxicidad mostré que los sistemas preparados son seguros y no
toxicos. Ademas en el composito la adicién de MMT redujo la toxicidad.

e La evaluacién de mucoadhesién mediante el sinergismo reolégico sugiere una posible
actividad mucoadhesiva de los sistemas preparados MP y MP/MMT mediante una

administracién por via oral, la cual es dependiente del pH.
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ANEXO 1. CARACTERIZACION DE ARCILLAS MONTMORILLONITAS Y BENTONITAS

Tabla 16. Resultados de tamaiio de particula, PDI y potencial Z (n=3) para cada arcilla

o . .y Ly Potencial . Desviacion
Arcilla T:EIT;;IO I\éfil)a Dgsst‘;?g;orn PDI Media D; Sstval 2;1;: Zeta I\E[nel(\j;; Estandar
(mV) (mV)
MMT 498.8 0.405 -37.6 i
Nanoclay 451.6 478.70 24.38 0.389 | 0.39 0.01 -38.5 38.20 0.50
485.8 0.378 -38.4
MMT 498 0.864 -33.00
K10 633 563.67 67.57 0.527 | 0.68 0.17 -31.70 33:07 1.40
560 0.660 -34.50
MMT 562 0.675 -25.10 i
K30 571 577.66 19.86 0.888 | 0.70 0.17 -23.20 24.07 0.96
600 0.537 -23.90
480 0.426 -12.90
BEN-AC 587 570.67 83.70 0.564 | 0.43 0.13 -13.10 12-80 0.36
645 0.299 -12.40 )
689 0.639 -12.50
BEN-LYS 525 571.00 103.01 0.619 | 0.51 0.20 -12.70 12_23 0.64
499 0.282 -11.50 )
Tabla 17. Resultados de determinacion de CIC con AM
Arcilla Masa Volumen de AM CIC CIC Media Desviacion
(g) (mL) (meq/100g) (meq/100g) Estandar
208.9 15.8 75.634
N;\:[ll(\)/lc’ll"ay 201.9 15.6 77.266 75.77 2.39
202.9 15.1 74.421
0.202 10.0 49.579
MMT K30 0.202 10.5 52.083 50.50 1.37
0.201 10.0 49.850
0.202 10.0 49.628
MMT K10 0.200 11.0 55.000 53.15 3.05
0.201 11.0 54.835
0.200 11.0 54918
BEN-AC 0.200 11.0 54.890 54.85 0.08
0.201 11.0 54.754
0.201 10.0 49.850
BEN-LYS 0.201 10.0 49.751 49.78 0.06
0.201 10.0 49.727
Tabla 18. Bandas de FT-IR para arcillas
Grupos Funcionales Arcillas
MMT Nanoclay MMT K30 MMT K10 BEN-LYS BEN-AC
Estiramiento OH
(A-Al-OH , Al-Mg-OH) 3613 3621 3621 3619 3621
Estiramiento OH (Agua) 3401 3387 3394 3396 3402
-NHj3 (Lisina) NA NA NA 3264 NA
Flexiéon OH (Agua) 1633 1630 1631 1622 1622
-NH3 (Lisina) NA NA NA 1509 NA
-COO- (Lisina) NA NA NA 1410 NA
-C-H (Lisina) NA NA NA 1346 NA
Estiramiento Si
tetraédrico (Si-0-Si) 983 1026 1022 1015 1019
Flexion (Al-Al-OH) 914
Flexion (Al-Mg-OH) 841
0-Si-0 (Tridimita) 798 798 794 794
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0-Si-0 (Cuarzo) 695 693 693 658 668
Vibracién Al
octaédrico (A1-5i-0) 510 521 520 514 515
Flexion (Si-0-Si) 406 451 451 455 455
Tabla 19. Principales picos en XRD
Plano de Difraccion MMT Nanoclay MMT K30 MMT K10 BEN-AC BEN-LYS
(001) 6.03 5.59 5.66
(003) 17.81 17.78
020-110 19.78 19.83 19.83 19.80 19.78
cuarzo (100) 20.84 20.83 20.71 20.84
dolomita (102) 23.81 23.83 23.66 23.64
cuarzo (101) 26.63 26.62 26.62 26.63
dolomita (104) 29.82 29.89 29.87 29.10 29.88
130-200 35.02 34.98 34.99 3491 34.93
060-033 61.85 61.79 61.77 61.50 61.95
Irel
10007 Experimental pattern: MMTCLAY
850 4 Calculated pattern (exp. peaks) (Rp=12.8 %)
900
850 4 [00-002-0014] Na Mg Al 5i02 {0 H } H2 O Sodium Magnesium Aluminum Silicate Hydroxide Hydrate Montmorillonite (Clay)
200
750
700
630
500
550l
500
450 -
400
350
300
250
200 4
150
100 W‘Jﬂ
50+ S — = =atins SRR LSRR SR Smaii
1 |. 1] S|
(I ] R R e Mgl iy
| [N 1 b1 [ I
E-.IIJD 10?00 '1E-fDD 20?00 ZE-TDD 30?00 BEIIJD 40?00 E-Dfﬂl] GUfDD 70.00
Cu-Ka (1.541874 4) Ztheta

Figura 54. Difractograma de MMT Nanoclay
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Irel I el
1000 1000
Experimental pattern: MMTK3) Experimental pattern: MUTK1
950 Calculated pattern (exp. peafis} (Rp=T.4 %) 950+ Calculated pattern (exp. pealts) (Rp=8.1 %}
900 a 200 b
850 [00-002-0014) Ha Mg AL i 02 (0 H } H2 O Sodium Magnesium Aluminum Siicate Hydroxide Hydrate Mantmorilonte (Clay} 850 [00-002-0014] Na Mg Al 5102 (0 H ) H2 D Sodium Magnesium Aluminum Silicate Hydroxide Hydrate Mantmorilanite (Clay}
&00 800
750 750
700 700
60| 650 —|
600+ 800
sso-||
500
450
400
350
300
2504 2504
200+ 2004
i
1504 150
100 100
-l et - :
i Al i B e i
I | Iy el I Il [l IF Lo O 11 A | li ni bt I
| I [ [ | Ll [ | I 1 | | [N I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T u
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 85.00 70.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 £0.00 65.00 70.00
Cu-Ka (1.541874 A) 2theta Cu-Ka (1541874 A) 2theta
Irel Irel.
1000 - 1000
Experimental pattern: BACTON Experimental pattern: BLYSPER
9501 Calculated pattern (exp. peaks) (Rp=13.7 %) 850 d Calcilated pattern (exp. peaky) (Rp=12.8 %)
900 4 c 900
as0d [00-002-0014] Na Mg Al Si 02 (0 H ) H2 O Sodium Magnesium Aluminum Siicate Hydroxide Hydrate Montmorilonte (Cl asod [00-002-0239] Ca M2 Al Sié | O H )21 H2 O Calcium Magnesium Aluminum Siicon Hydroxide Hydrate Montmerillanite (clay)
800 500
750 750
700 700
850 850
600 500
ss0-) 550}
i
E-uuf[ 500
45!]—[ 450
400 -] 400—‘
350+ 350
300 - 200
2504 2504
2004 ¢ 2004 |
150 e 150 |
100 ] 100
G S 1 e S A 2] e
504 S <5 - o — - g e 50 o e o - m_._?_,T\.__. pran
| _ T bk wli 1 Ll 1k
] [ [ A T T O e (N I 1T L | 1 A I I ]
| [ 11 | | [ o [ [ 11 [ I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00 85.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 €0.00 85.00 70.00
Cu-Ka (1.541874 A) 2theta Cu-Ka (1541874 A) 2theta

Figura 55. Difractogramas de (a) MMT K30 (b) MMT K10(c) BEN-AC (d) BEN-LYS
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Isoterma de azul de metileno (AM)

Se prepard una curva de calibracién de 9 puntos de azul de metileno (AM) en agua desionizada en un intervalo de
concentraciones de 0.0005 a 0.0065 mg/mL por triplicado a partir de una solucién stock de 0.025 mg/mL.

Tabla 20. Curvas de calibracion de azul de metileno (n=3)

Concentracion Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3 Media DeS\flacwn
AM (mg/ml) estandar
0.0005 0.1090 0.0950 0.1010 0.1017 0.0070
0.001 0.2460 0.2110 0.2150 0.2240 0.0192
0.0015 0.3710 0.3050 0.3100 0.3287 0.0367
0.002 0.4640 0.4380 0.4400 0.4473 0.0145
0.0025 0.5990 0.6010 0.5550 0.5850 0.0260
0.0035 0.7550 0.7940 0.7000 0.7497 0.0472
0.0045 0.9280 0.9760 0.9000 0.9347 0.0384
0.0055 1.0750 1.1870 1.0100 1.0907 0.0895
0.0065 1.2070 1.3550 1.1900 1.2507 0.0908

Coeficiente de Correlacion = 0.990555
R-cuadrada =98.1199 %
R-cuadrado (ajustado para g.l.) =98.0447 %
Error estindar del est. = 0.0539396

Error absoluto medio = 0.0436908
Estadistico Durbin-Watson = 0.475011

(P=0.0000)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =

0.720977

Figura 56. Modelo ajustado a regresién lineal para azul de metileno (n=3)

Tabla 21. ANOVA de calibracién de azul de metileno

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 3.79614 1 3.79614 1304.75 0.0000
Residuo 0.072737 25 0.00290948

Total (Corr.) 3.86887 26

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién estadisticamente significativa entre
la Absorbancia y la concentracién de azul de metileno (mg/mL) con un nivel de confianza del 95.0%. El estadistico
R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 98.1199% de la variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de
correlacién es igual a 0.990555, indicando una relacidn relativamente fuerte entre las variables.
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Se construy6 una Isoterma de adsorcidn con 6 concentraciones crecientes de AM en un intervalo de 2 a 6.5 mg/mL con 0.00005 g de arcilla MMT o bentonita.

Tabla 22. Absorbancias para adsorcion de AM con arcillas MMTy bentonitas

AM(mg/L) MMT Nanoclay MMT K30 MMT K10 BEN-AC BEN-LYS
2 0.2020 | 0.2130 | 0.2200 | 0.1700 | 0.2300 | 0.1980 | 0.1440 | 0.1770 | 0.1590 | 0.2130 | 0.2670 | 0.2090 | 0.2960 | 0.2300 | 0.2650
2.5 0.2300 | 0.2400 | 0.2500 | 0.2170 | 0.2800 | 0.2500 | 0.2040 | 0.2030 | 0.2100 | 0.2850 | 0.2390 | 0.2670 | 0.3800 | 0.3519 | 0.3200
3.5 0.4380 | 0.4340 | 0.4200 | 0.5040 | 0.4910 | 0.4500 | 0.3800 | 0.3280 | 0.3760 | 0.5050 | 0.5140 | 0.4790 | 0.5420 | 0.4986 | 0.4980
4.5 0.5450 | 0.5280 | 0.5400 | 0.6010 | 0.6040 | 0.5990 | 0.5100 | 0.4890 | 0.4980 | 0.6440 | 0.6710 | 0.6510 | 0.7780 | 0.7500 | 0.7200
5.5 0.7660 | 0.7510 | 0.7890 | 0.7580 | 0.7820 | 0.7330 | 0.7350 | 0.7310 | 0.7290 | 0.9000 | 0.9270 | 0.8690 | 0.9180 | 0.8920 | 0.9030
6.5 0.8950 | 0.8500 | 0.8760 | 0.9640 | 1.0280 | 1.0050 | 0.9920 | 1.0470 | 1.0150 | 1.0580 | 1.0866 | 1.0970 | 1.1170 | 1.0710 | 1.0900

ISOTERMA DE LANGMUIR
Tabla 23. Adsorcién de AM con arcilla MMT Nanoclay (n=3)
Media Media
Co (mg/L Ce (mg/L e (m ce/qe (g/L DE Media (Ce DE DE

(mg/L) (mg/L) qe (mg/g) /qe (8/L) (qe) (Ce) (Ce/qe)

2 0.7889 | 0.8465 | 0.8832 | 121.1105 | 115.3483 | 111.6815 | 6.51E-03 | 7.34E-03 | 7.91E-03 | 116.0468 | 4.7532 0.8395 |0.0475| 0.0073 | 0.0007

2.5 0.9356 | 0.9880 | 1.0403 | 156.4432 | 151.2048 | 145.9665 | 5.98E-03 | 6.53E-03 | 7.13E-03 | 151.2048 | 5.2383 0.9880 |0.0524 | 0.0065 | 0.0006
3.5 2.0251]2.0042 | 1.9309 | 147.4856 | 149.5809 | 156.9146 | 1.37E-02 | 1.34E-02 | 1.23E-02 | 151.3270 | 4.9511 1.9867 [0.0495| 0.0131 | 0.0007
4.5 2.5856 | 2.4966 | 2.5595 | 191.4353 | 200.3405 | 194.0545 | 1.35E-02 | 1.25E-02 | 1.32E-02 | 195.2768 | 4.5767 2.5472 0.0458 | 0.0131 | 0.0005
55 3.7433 | 3.6647 | 3.8638 | 175.6679 | 183.5254 | 163.6197 | 2.13E-02 | 2.00E-02 | 2.36E-02 | 174.2710 | 10.0261 | 3.7573 0.1003 | 0.0216 | 0.0018
6.5 4.4191 | 4.1833 | 4.3195 | 208.0932 | 231.6658 | 218.0461 | 2.12E-02 | 1.81E-02 | 1.98E-02 | 219.2684 | 11.8337 | 4.3073 0.1183 | 0.0197 | 0.0016

Coeficiente de Correlacion = 0.958584

R-cuadrada = 91.8883 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 91.3814 porciento
Error estandar del est. = 0.00173236

Error absoluto medio = 0.00136565

Estadistico Durbin-Watson = 3.2527 (P=0.9980)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = -0.662463

Figura 57. Ajuste adsorcion de AM-MMT Nanoclay a modelo lineal de Langmuir (n=3)
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Tabla 24. ANOVA de ajuste lineal a Langmuir adsorcién AM-MMT Nanoclay

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.000543933 1 0.000543933 181.25 0.0000
Residuo 0.000048017 16 0.00000300106

Total (Corr.) 0.00059195 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Ce/qe (g/L) y Ce (mg/L) con un nivel de confianza del
95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 91.8883% de la variabilidad en Ce/qge (g/L). El coeficiente de correlacién es igual a 0.958584,
indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables.

Tabla 25. Adsorciéon de AM con arcilla MMT K30 (n=3)

Co (mg/L) Ce (mg/L) ge (mg/g) ce/qe (g/L) l\/é:(:;a DE Media (Ce) | DE (I(\:/[ee/dqlz) DE
2 0.6213 | 0.9356 | 0.7679 | 137.8732 | 106.4432 | 123.2059 | 0.0045 | 0.0088 | 0.0062 |122.5074|15.7267 | 0.7749 |0.1573| 0.0065 | 0.0022
2.5 0.8675 | 1.1975 | 1.0403 | 163.2530 | 130.2514 | 145.9665 | 0.0053 | 0.0092 | 0.0071 |146.4903|16.5070| 1.0351 |0.1651 | 0.0072 | 0.0019
3.5 2.3709 | 2.3028 | 2.0880 | 112.9125 | 119.7224 | 141.1996 | 0.0210 0.0192 0.0148 |124.6115 | 14.7637 2.2539 0.1476 | 0.0183 | 0.0032
4.5 2.8790 | 2.8947 | 2.8685 | 162.1006 | 160.5291 | 163.1482 | 0.0178 | 0.0180 | 0.0176 |161.9260| 1.3183 2.8807 |0.0132| 0.0178 | 0.0002
5.5 3.7014 | 3.8271 | 3.5705 | 179.8586 | 167.2865 | 192.9544 | 0.0206 | 0.0229 | 0.0185 |180.0332|12.8348 | 3.6997 |0.1283| 0.0207 | 0.0022
6.5 4.7805 | 5.1158 | 4.9953 | 171.9487 | 138.4233 | 150.4715 | 0.0278 | 0.0370 | 0.0332 |153.6145|16.9823 | 4.9639 |0.1698| 0.0327 | 0.0046

Figura 58. Ajuste adsorcion de AM-MMT K30 a modelo lineal de Langmuir (n=3)

Coeficiente de Correlacion = 0.960433
R-cuadrada = 92.2432 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 91.7584 porciento
Error estandar del est. = 0.00268943

Error absoluto medio = 0.00200908

Estadistico Durbin-Watson = 2.25119 (P=0.6665)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.141389
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Tabla 26. ANOVA de ajuste lineal a Langmuir adsorcién AM-MMT K30

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.00137624 1 0.00137624 190.27 0.0000
Residuo 0.000115729 16 0.00000723303

Total (Corr.) 0.00149197 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Ce/qe (g/L) y Ce (mg/L) con un nivel de confianza del
95.0%. El estadistico R-cuadrada indica que el modelo ajustado explica 92.2432% de la variabilidad en Ce/qe (g/L). El coeficiente de correlacién es igual a 0.960433,

indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables.

Tabla 27. Adsorcién de AM con arcilla MMT K10 (n=3)

Co (mg/L) Ce (mg/L) ge (mg/g) ce/qe (g/L) Néggia DE Media (Ce) | DE (I(\:/[:/dqlz) DE
2 0.4851 ] 0.6579 | 0.5636 | 151.4929 | 134.2064 | 143.6354 | 0.0032 | 0.0049 | 0.0039 |143.1116| 8.6552 0.5689 |0.0866 | 0.0040 | 0.0009
2.5 0.7994 | 0.7941 | 0.8308 | 170.0629 | 170.5867 | 166.9199 | 0.0047 | 0.0047 | 0.0050 |169.1898| 1.9832 0.8081 |0.0198 | 0.0048 | 0.0002
3.5 1.7213|1.4489 | 1.7004 | 177.8680 | 205.1074 | 179.9633 | 0.0097 | 0.0071 | 0.0094 |187.6462|15.1580| 1.6235 |0.1516| 0.0087 | 0.0014
4.5 2.4023 ] 2.2923 | 2.3394 | 209.7695 | 220.7700 | 216.0555 | 0.0115 | 0.0104 | 0.0108 |215.5317 | 5.5189 2.3447 ]0.0552 | 0.0109 | 0.0005
5.5 3.5809 | 3.5600 | 3.5495 | 191.9068 | 194.0021 | 195.0498 | 0.0187 | 0.0184 | 0.0182 |193.6529| 1.6003 3.5635 |0.0160 | 0.0184 | 0.0002
6.5 4.9272|5.2153 | 5.0477 | 157.2813 | 128.4704 | 145.2331 | 0.0313 | 0.0406 | 0.0348 | 143.6616 | 14.4696| 5.0634 |0.1447 | 0.0356 | 0.0047
Coeficiente de Correlacion = 0.965463
R-cuadrada = 93.2118 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 92.7875 porciento
Error estandar del est. = 0.00303388
Error absoluto medio = 0.00227589
Estadistico Durbin-Watson = 1.66884 (P=0.2057)
Autocorrelacién de residuos en retraso 1 = 0.12742
Figura 59. Ajuste adsorcién de AM-MMT K10 a modelo lineal de Langmuir (n=3)
Tabla 28. ANOVA de ajuste lineal a Langmuir adsorcién AM-MMT K10
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.00202223 1 0.00202223 219.70 0.0000
Residuo 0.00014727 16 0.0000092044
Total (Corr.) 0.0021695 17
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Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Ce/qe (g/L) y Ce (mg/L) con un nivel de confianza del
95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 93.2118% de la variabilidad en Ce/qe (g/L). El coeficiente de correlacion es igual a 0.965463,
indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables.

Tabla 29. Adsorcién de AM con arcilla BEN-AC (n=3)

Co (mg/L) Ce (mg/L) ge (mg/g) ce/qe (g/L) l\/égz;a DE Media (Ce) | DE (I(\:/[:/dqlg) DE
2 0.8465 | 1.1294 | 0.8256 | 115.3483 | 87.0613 | 117.4437 | 0.0073 | 0.0130 | 0.0070 |106.6178|16.9688 | 0.9338 |0.1697 | 0.0091 | 0.0033
2.5 1.2237 | 0.9827 | 1.1294 | 127.6323 | 151.7287 | 137.0613 | 0.0096 | 0.0065 | 0.0082 |138.8074|12.1427| 1.1119 |0.1214| 0.0081 | 0.0016
3.5 2.3761 | 2.4233 | 2.2399 | 112.3887 | 107.6742 | 126.0084 | 0.0211 | 0.0225 | 0.0178 |115.3571| 9.5207 2.3464 |0.0952 | 0.0205 | 0.0024
4.5 3.1042 | 3.2457 | 3.1409 | 139.5757 | 125.4322 | 135.9089 | 0.0222 | 0.0259 | 0.0231 |133.6389| 7.3399 3.1636 | 0.0734| 0.0237 | 0.0019
5.5 4.4453 | 4.5867 | 4.2829 | 105.4741 | 91.3305 |121.7129 | 0.0421 | 0.0502 | 0.0352 |106.1725|15.2032| 4.4383 | 0.1520 | 0.0425 | 0.0075
6.5 5.2729 | 54227 | 5.4772 | 122.7082 | 107.7266 | 102.2787 | 0.0430 | 0.0503 | 0.0536 |110.9045]10.5790| 5.3910 |0.1058| 0.0490 | 0.0054

Figura 60 Ajuste adsorcion de AM-MMT BEN-AC a modelo lineal de Langmuir (n=3)

Coeficiente de Correlacion = 0.976013
R-cuadrada = 95.2602 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 94.9639 porciento
Error estandar del est. = 0.00366649

Error absoluto medio = 0.00266895

Estadistico Durbin-Watson = 2.48035 (P=0.8193)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.275515

Tabla 30. ANOVA de ajuste lineal a Langmuir adsorcién AM-BEN-AC

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.00432284 1 0.00432284 321.56 0.0000
Residuo 0.00021509 16 0.0000134431

Total (Corr.) 0.00453793 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Ce/qe (g/L) y Ce (mg/L) con un nivel de confianza del
95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 95.2602% de la variabilidad en Ce/qe (g/L). El coeficiente de correlacion es igual a 0.976013,
indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables.
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Tabla 31. Adsorcién de AM con arcilla BEN-LYS (n=3)

Co (mg/L) Ce (mg/L) ge (mg/g) ce/qe (g/L) l\/égz;a DE Media (Ce) | DE (I(\:/[:/dqlg) DE
2 1.2813 | 0.9356 | 1.1189 | 71.8701 | 106.4432 | 88.1090 | 0.0178 | 0.0088 | 0.0127 | 88.8074 [17.2971| 1.1119 [0.1730| 0.0131 | 0.0045
2.5 1.7213 | 1.5741| 1.4070 | 77.8680 | 92.5877 | 109.2981 | 0.0221 | 0.0170 | 0.0129 | 93.2513 |15.7255| 1.5675 |0.1573| 0.0173 | 0.0046
3.5 2.5699 | 2.3426 | 2.3394 | 93.0068 | 115.7412 | 116.0555| 0.0276 | 0.0202 | 0.0202 |108.2679|13.2174| 2.4173 |0.1322| 0.0227 | 0.0043
4.5 3.8062 | 3.6595 | 3.5024 | 69.3819 | 84.0492 | 99.7643 | 0.0549 | 0.0435 | 0.0351 | 84.3985 | 15.1942| 3.6560 |0.1519 | 0.0445 | 0.0099
5.5 4.5395 | 4.4034 | 4.4610 | 96.0450 | 109.6647 | 103.9026 | 0.0473 | 0.0402 | 0.0429 |103.2041 | 6.8367 44680 | 0.0684 | 0.0435 | 0.0036
6.5 5.5820 | 5.3410 | 5.4405 | 91.8020 | 115.8984 | 105.9455| 0.0608 | 0.0461 | 0.0514 |104.5486|12.1088| 5.4545 |0.1211| 0.0527 | 0.0075

Figura 61. Ajuste adsorcién de AM- BEN-LYS a modelo lineal de Langmuir (n=3)

Coeficiente de Correlacion = 0.945221
R-cuadrada = 89.3442 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 88.6783 porciento
Error estandar del est. = 0.00552731
Error absoluto medio = 0.0038416
Estadistico Durbin-Watson = 1.7491 (P=0.2572)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.102605

Tabla 32. ANOVA de ajuste lineal a Langmuir adsorcién AM-BEN-LYS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.00409855 1 0.00409855 134.15 0.0000
Residuo 0.000488819 16 0.0000305512

Total (Corr.) 0.00458737 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Ce/qe (g/L) y Ce (mg/L) con un nivel de confianza del
95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 89.3442% de la variabilidad en Ce/qe (g/L). El coeficiente de correlacion es igual a 0.945221,
indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables.
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Se determinaron los parametros del ajuste al modelo de Langmuir:

Tabla 33. Pardmetros de ajuste a modelo lineal de Langmuir (n=3)

Arcilla m b Capacidad de adsorcion maxima (Q) (mg/g) K (L/g) aL (K) (L/mg) R R2
MMT Nanoclay | 0.0042 | 0.0034 236.2977 295.8134 1.2519 0.9586 | 0.9189
MMT K30 0.0060 | 0.0017 167.3976 604.4451 3.6108 0.9604 | 0.9224
MMT K10 0.0067 | 0.0019 148.9079 526.4710 3.5355 0.9655 | 0.9321
BEN-AC 0.0095 | 0.00196 105.6099 510.6861 4.8356 0.9760 | 0.9526
BEN-LYS 0.0097 | 0.0022 103.2586 462.4299 4.4784 0.9452 | 0.8934

Tabla 34. Calculo de R.

Concentracién inicial AM (mg/L) Ri. MMT Nanoclay R. MMT K30 R. MMT K10 Ri. BEN-AC Ri. BEN-LYS
2 0.2854 0.4925 0.3648 0.3618 0.3816
2.5 0.2421 0.5335 0.3465 0.3738 0.3740
3.5 0.1858 0.5985 0.3209 0.3919 0.3630
4.5 0.1507 0.6475 0.3040 0.4048 0.3555
5.5 0.1268 0.6859 0.2920 0.4146 0.3500
6.5 0.1094 0.7168 0.2830 0.4223 0.3459
ISOTERMA DE FREUNDLICH
Tabla 35. Adsorcién de AM con arcilla MMT Nanoclay (n=3)
Co (mg/L) Log Ce Log qe Media (log Ce) DE Media (log qe) DE
2 -0.1030 -0.0724 -0.0539 2.0832 2.0620 2.0480 -0.0764 0.0248 2.0644 0.0177
2.5 -0.0289 -0.0053 0.0172 2.1944 2.1796 2.1643 -0.0057 0.0231 2.1794 0.0151
3.5 0.3065 0.3019 0.2857 2.1687 2.1749 2.1957 0.2980 0.0109 2.1798 0.0141
4.5 0.4126 0.3973 0.4081 2.2820 2.3018 2.2879 0.4060 0.0078 2.2906 0.0101
5.5 0.5733 0.5640 0.5870 2.2447 2.2637 2.2138 0.5748 0.0116 2.2407 0.0252
6.5 0.6453 0.6215 0.6354 2.3183 2.3649 2.3385 0.6341 0.0120 2.3406 0.0234
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Figura 62. Ajuste adsorcion de AM- MMT Nanoclay a modelo lineal de Freundlich (n=3)

Tabla 36. ANOVA de ajuste lineal a Freundlich adsorciéon AM-MMT Nanoclay

Coeficiente de Correlacion = 0.849858
R-cuadrada = 72.2259 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 70.49 porciento

Error estandar del est. = 0.0503449
Error absoluto medio = 0.042992

Estadistico Durbin-Watson = 3.52176 (P=0.9999)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.77439

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.105459 1 0.105459 41.61 0.0000
Residuo 0.0405537 16 0.00253461

Total (Corr.) 0.146013 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién estadisticamente significativa entre log qe y log Ce con un nivel de confianza del 95.0%. El
estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 72.2259% de la variabilidad en log ge. El coeficiente de correlacién es igual a 0.849858, indicando una
relaciéon moderadamente fuerte entre las variables.

Tabla 37. Adsorcion de AM con arcilla MMT K30 (n=3)

Media Media
Co (mg/L) Log Ce Log qe (log Ce) DE (log ge) DE
2 -0.2067 -0.0289 -0.1147 2.1395 2.0271 2.0906 -0.1168 0.0889 2.0857 0.0563
2.5 -0.0617 0.0783 0.0172 2.2129 2.1148 2.1643 0.0112 0.0702 2.1640 0.0490
3.5 0.3749 0.3623 0.3197 2.0527 2.0782 2.1498 0.3523 0.0289 2.0936 0.0503
4.5 0.4592 0.4616 0.4577 2.2098 2.2056 2.2126 0.4595 0.0020 2.2093 0.0035
5.5 0.5684 0.5829 0.5527 2.2549 2.2235 2.2855 0.5680 0.0151 2.2546 0.0310
6.5 0.6795 0.7089 0.6986 2.2354 2.1412 2.1775 0.6956 0.0149 2.1847 0.0475
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Coeficiente de Correlacion = 0.4951
R-cuadrada = 24.5124 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 19.7944
porciento

Error estandar del est. = 0.0644405
Error absoluto medio = 0.0515466
Estadistico Durbin-Watson = 2.26343
(P=0.6707)

Autocorrelacion de residuos en retraso 1
=-0.149572

Figura 63. Ajuste adsorcion de AM- MMT K30 a modelo lineal de Freundlich

(n=3)
Tabla 38. ANOVA de ajuste lineal a Freundlich adsorcion AM-MMT K30
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 0.0215748 1 0.0215748 5.20 0.0367
Residuo 0.0664413 16 0.00415258
Total (Corr.) 0.0880161 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién estadisticamente significativa entre log qe y log Ce con un nivel de confianza del 95.0%. El
estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 24.5124% de la variabilidad en log qge. El coeficiente de correlacién es igual a 0.4951, indicando una relacién
relativamente débil entre las variables.

Tabla 39. Adsorcion de AM con arcilla MMT K10 (n=3)

Media Media
Co (mg/L) Log Ce Log qe (log Ce) DE (log ge) DE
2 -0.3142 -0.1818 -0.2490 2.1804 2.1278 2.1573 -0.2483 0.0662 2.1551 0.0264
2.5 -0.0973 -0.1001 -0.0805 2.2306 2.2319 2.2225 -0.0926 0.0106 2.2284 0.0051
3.5 0.2359 0.1610 0.2305 2.2501 2.3120 2.2552 0.2092 0.0417 2.2724 0.0344
4.5 0.3806 0.3603 0.3691 2.3217 2.3439 2.3346 0.3700 0.0102 2.3334 0.0111
5.5 0.5540 0.5514 0.5502 2.2831 2.2878 2.2901 0.5519 0.0019 2.2870 0.0036
6.5 0.6926 0.7173 0.7031 2.1967 2.1088 2.1621 0.7043 0.0124 2.1558 0.0443
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Figura 64. Ajuste adsorcion de AM- MMT K10 a modelo lineal de Freundlich (n=3)

Coeficiente de Correlacion = 0.209397

R-cuadrada = 4.3847 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = -1.59126 porciento
Error estandar del est. = 0.0721691

Error absoluto medio = 0.0550689

Estadistico Durbin-Watson = 1.31873 (P=0.0522)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =0.278178

Tabla 40. ANOVA de ajuste lineal a Freundlich adsorcion AM-MMT K10

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.00382151 1 0.00382151 0.73 0.4043
Residuo 0.0833341 16 0.00520838

Total (Corr.) 0.0871556 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es mayor o igual a 0.05, no hay una relacién estadisticamente significativa entre log qe y log Ce con un nivel de confianza del 95.0%
o mas. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 4.3847% de la variabilidad en log ge. El coeficiente de correlacién es igual a 0.209397, indicando
una relacidn relativamente débil entre las variables.

Tabla 41. Adsorcién de AM con arcilla BEN-AC (n=3)

Media Media
Co (mg/L) Log Ce Log qe (log Ce) DE (log ge) DE
2 -0.0724 0.0528 -0.0832 2.0620 1.9398 2.0698 -0.0343 0.0756 2.0239 0.0729
2.5 0.0877 -0.0076 0.0528 2.1060 2.1811 2.1369 0.0443 0.0482 2.1413 0.0377
3.5 0.3759 0.3844 0.3502 2.0507 2.0321 2.1004 0.3702 0.0178 2.0611 0.0353
4.5 0.4920 0.5113 0.4971 2.1448 2.0984 2.1332 0.5001 0.0100 2.1255 0.0242
5.5 0.6479 0.6615 0.6317 2.0231 1.9606 2.0853 0.6470 0.0149 2.0230 0.0624
6.5 0.7221 0.7342 0.7386 2.0889 2.0323 2.0098 0.7316 0.0086 2.0437 0.0407
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Coeficiente de Correlacion = -0.246257

R-cuadrada = 6.06426 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 0.193278 porciento
Error estandar del est. = 0.0632137

Error absoluto medio = 0.0494126

Estadistico Durbin-Watson = 2.83653 (P=0.9588)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.439022

Figura 65. Ajuste adsorcion de AM- BEN-AC a modelo lineal de Freundlich (n=3)

Tabla 42. ANOVA de ajuste lineal a Freundlich adsorcién AM-BEN-AC

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.00412753 1 0.00412753 1.03 0.3246
Residuo 0.0639356 16 0.00399597

Total (Corr.) 0.0680631 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es mayor o igual a 0.05, no hay una relacion estadisticamente significativa entre log qe y log Ce con un nivel de confianza del 95.0%
o maés. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 6.06426% de la variabilidad en log qge. El coeficiente de correlacién es igual a -0.246257, indicando
una relacidn relativamente débil entre las variables.

Tabla 43. Adsorcion de AM con arcilla BEN-LYS (n=3)

Media Media
Co (mg/L) Log Ce Log qe (log Ce) DE (log ge) DE
2 0.1077 -0.0289 0.0488 1.8565 2.0271 1.9450 0.0425 0.0685 1.9429 0.0853
2.5 0.2359 0.1970 0.1483 1.8914 1.9666 2.0386 0.1937 0.0439 1.9655 0.0736
3.5 0.4099 0.3697 0.3691 1.9685 2.0635 2.0647 0.3829 0.0234 2.0322 0.0552
45 0.5805 0.5634 0.5444 1.8412 1.9245 1.9990 0.5628 0.0181 1.9216 0.0789
5.5 0.6570 0.6438 0.6494 1.9825 2.0401 2.0166 0.6501 0.0066 2.0131 0.0290
6.5 0.7468 0.7276 0.7356 1.9629 2.0641 2.0251 0.7367 0.0096 2.0173 0.0511
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Coeficiente de Correlacion = 0.179395

R-cuadrada = 3.21825 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = -2.83061 porciento
Error estandar del est. = 0.0701789

Error absoluto medio = 0.0538943

Estadistico Durbin-Watson = 1.5589 (P=0.1445)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.138607

Figura 66. Ajuste adsorcion de AM- BEN-LYS a modelo lineal de Freundlich (n=3)

Tabla 44. ANOVA de ajuste lineal a Freundlich adsorcién AM-BEN-LYS

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.00262035 1 0.00262035 0.53 0.4763
Residuo 0.0788013 16 0.00492508

Total (Corr.) 0.0814217 17

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es mayor o igual a 0.05, no hay una relacién estadisticamente significativa entre log qe y log Ce con un nivel de confianza del 95.0%
o mas. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 3.21825% de la variabilidad en log qge. El coeficiente de correlacién es igual a 0.179395, indicando
una relacidn relativamente débil entre las variables.

Tabla 45. Pardmetros de ajuste a modelo lineal Freundlich (n=3)

Arcilla m b Capacidad de adsorcion de Freundlich (Kf) (mg/g Reciproco de orden de reaccion R R2
(L/mg)1/n) (1/m)

MMT Nanoclay | 0.2845 | 2.1291 134.6201 0.2845 0.8498 0.7222
MMT K30 0.1178 | 2.1267 133.8597 0.1178 0.4951 0.2451
MMT K10 0.0432 | 2.2280 169.0246 0.0432 0.2094 0.4385

BEN-AC 0.0525 | 2.08949 122.8825 0.0525 -0.2463 | 0.6064
BEN-LYS 0.0484 | 19614 91.4956 0.0484 0.1794 | 0.3218
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ANEXO L. ESTUDIO DE ADSORCION DE COLESTEROL

Se prepar6 una curva de calibracidn de 7 puntos de colesterol en etanol en un intervalo de concentraciones de 0.010
a 0.050 g/L por triplicado a partir de una solucién stock de 500 pg/mL

Tabla 46. Curvas de calibracion de colesterol (n=3)

Colesterol (mg/L) Area 1 (u.a) Area 2 (u.a) Area 3 (u.a) Media(u.a) e;zgz‘(;l:rcl(?ll.la)
0.1 17.247 16.392 16.9194 16.853 0.431
0.15 25.291 25.121 25.216 25.209 0.085
0.2 38.152 36.047 37.9993 37.399 1.174
0.25 44908 44.233 44.8702 44.670 0.380
0.3 51.219 54.684 52.98145 52.961 1.733
0.4 68.568 69.940 68.5676 69.025 0.792
0.5 87.337 89.543 87.3374 88.073 1.273
100 [ 3
0 L ] Coeficiente de Correlacion = 0.998129
[ ] R-cuadrada = 99.6261 porciento
= el N R-cuadrado (ajustado para g.l.) =
e r ] 99.6064 porciento
8 wl N Error estdndar del est. = 1.47599
< r ] Error absoluto medio = 1.1895
ol 1 Estadistico Durbin-Watson = 1.88866
F 1 (P=0.3573)
o 7 5 Autocorrelacion de residuos en
o o1 o2 03 o4 os retraso 1 =0.0503488

Colesterol (mg/L)
Figura 67. Modelo ajustado a regresion lineal para colesterol (n=3

Tabla 47. Parametros de ajuste de curva de calibracion de colesterol

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.0938941 0.743132 0.126349 0.9008
Pendiente 175.544 2.46734 71.1473 0.0000
Tabla 48. ANOVA de curva de calibracion de colesterol
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 11027.6 1 11027.6 5061.93 0.0000
Residuo 41.3923 19 2.17854
Total (Corr.) 11069.0 20

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre
area (u.a.) y colesterol (mg/L) con un nivel de confianza del 95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo
ajustado explica 99.6261% de la variabilidad en Area (u.a.). El coeficiente de correlacién es igual a 0.998129,

indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables
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ISOTERMA DE LANGMUIR
Tabla 49. Areas para adsorcién de colesterol con arcillas MMT
AM(mg/L) MMT Nanoclay MMT K30 MMT K10
60 16.6824 16.9459 16.186 12.1922 12.6251 12.7793 10.1177 10.9413 9.843
120 34.3394 33.0882 33.8574 25.125 26.6052 26.2451 22.2046 21.6985 21.5517
240 73.1251 73.6659 72.2737 56.2068 58.7685 58.7552 58.489 59.7016 58.151
300 48.2441 45.3841 43.1442 32.0011 31.0646 29.5814 14.8858 14.8415 14.2131
420 57.9569 60.6175 56.8664 43.3213 42.0064 44.5219 26.1611 24.8676 28.04
600 86.8531 85.6014 84.4914 67.3458 64.1609 66.1983 40.5133 40.3792 40.1761
1002 17.6445 18.7888 18.0409 17.5532 17.5188 17.6901 9.1013 10.7723 10.0574
1200 22919 23.9346 22.7208 20.1047 20.6238 20.6333 15.5561 12.1927 13.0171
1602 13.4619 11.886 13.3347 19.1016 18.5944 18.3276 22.0844 23.172 25.6235
Tabla 50. Adsorcién de colesterol con arcilla MMT Nanoclay (n=3)
Media . Media
Co (mg/L) Ce (mg/L) qe (mg/g) ce/qe (g/L) (qe) DE Media (Ce) | DE (Ce/qe) DE
60 0.4725|0.4800 | 0.4583 | 2.9764 2.9760 29771 0.1587 | 0.1613 | 0.1540 0.4703 | 0.0110 2.9765 [0.0005| 0.1580 | 0.0037
120 0.9754 | 0.9398 | 0.9617 | 5.9512 5.9530 5.9519 0.1639 | 0.1579 | 0.1616 0.9590 | 0.0180 59521 [0.0009]| 0.1611 | 0.0030
240 2.0801 | 2.0955| 2.0559 | 11.8960 | 11.8952 | 11.8972 | 0.1749 | 0.1762 | 0.1728 2.0772 | 0.0200 | 11.8961 |0.0010]| 0.1746 | 0.0017
300 2.7429 | 2.5800 | 2.4524 | 14.8629 | 14.8710 | 14.8774 | 0.1845 | 0.1735 | 0.1648 25918 | 0.1456 | 14.8704 |0.0073| 0.1743 | 0.0099
420 3.2962 | 3.4478 | 3.2341 | 20.8352 | 20.8276 | 20.8383 | 0.1582 | 0.1655 | 0.1552 3.3260 | 0.1099 | 20.8337 |0.0055]| 0.1596 | 0.0053
600 4.9423 | 4.8710 | 4.8078 | 29.7529 | 29.7564 | 29.7596 | 0.1661 | 0.1637 | 0.1616 4.8737 | 0.0673 | 29.7563 |0.0034| 0.1638 | 0.0023
1002 4.9989 | 5.3248 | 5.1118 | 49.8501 | 49.8338 | 49.8444 | 0.1003 | 0.1069 | 0.1026 5.1452 | 0.1655 | 49.8427 |0.0083 | 0.1032 | 0.0033
1200 6.5012 | 6.7905 | 6.4448 | 59.6749 | 59.6605 | 59.6778 | 0.1089 | 0.1138 | 0.1080 6.5789 | 0.1855 | 59.6711 |0.0093| 0.1103 | 0.0031
1602 7.6152 | 6.7175 | 7.5427 | 79.7192 | 79.7641 | 79.7229 | 0.0955 | 0.0842 | 0.0946 7.2918 | 0.4987 | 79.7354 |0.0249 | 0.0915 | 0.0063
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016 b B Coeficiente de Correlacién = -0.781421
St ] R-cuadrada = 61.0619 porciento
e 014 ] R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 59.5044 porciento
§ 1 Error estdndar del est. = 0.0201475
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[ ] Estadistico Durbin-Watson = 1.67023 (P=0.1590)
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Figura 68. Ajuste adsorcion de colesterol -MMT Nanoclay a modelo lineal de Langmuir (n=3)

Tabla 51. Parametros de ajuste de MMT Nanoclay

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.183437 0.00739046 24.8207 0.0000
Pendiente -0.0106427 0.00169974 -6.26135 0.0000
Tabla 52. ANOVA de ajuste lineal a Langmuir MMT Nanoclay
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.015914 1 0.015914 39.20 0.0000
Residuo 0.0101481 25 0.000405923
Total (Corr.) 0.0260621 26

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Ce/qe (g/L) y Ce (mg/L) con un nivel de confianza del
95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 61.0619% de la variabilidad en Ce/qe (g/L). El coeficiente de correlacién es igual a -0.781421,
indicando una relacién moderadamente fuerte entre las variables

Tabla 53. Adsorcién de colesterol con arcilla MMT K30 (n=3)

(mcg‘}L) Ce (mg/L) qe (mg/g) ce/qe (g/L) “ﬁg‘;‘;ﬁ DE M(E‘j;a DE (“C‘jf;; DE
60 0.3446 0.3569 0.3613 2.9828 2.9822 2.9819 0.1155 0.1197 0.1212 0.3543 [ 0.0087 | 2.9823 | 0.0004 | 0.1188 | 0.0029
120 0.7130 0.7551 0.7449 5.9644 5.9622 5.9628 0.1195 0.1267 0.1249 0.7376 | 0.0220| 5.9631 | 0.0011| 0.1237 | 0.0037
240 1.5983 1.6712 1.6708 11.9201 11.9164 11.9165 0.1341 0.1402 0.1402 1.6468 | 0.0420| 119177 | 0.0021 | 0.1382 | 0.0035
300 1.8176 1.7643 1.6798 149091 149118 | 14.9160 0.1219 0.1183 0.1126 1.7539 | 0.0695|14.9123 | 0.0035| 0.1176 | 0.0047
420 2.4625 2.3876 2.5309 20.8769 | 20.8806 | 20.8735 0.1180 0.1143 0.1212 2.4603 [ 0.0717120.8770| 0.0036 | 0.1178 | 0.0035
600 3.8311 3.6496 3.7657 29.8084 | 29.8175 | 29.8117 0.1285 0.1224 0.1263 3.7488 | 0.0919|29.8126| 0.0046 | 0.1257 | 0.0031
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1002 4.9729 49631 5.0119 | 49.8514 | 49.8518 | 49.8494 | 0.0998 0.0996 0.1005 | 4.9826 |0.0258 | 49.8509 | 0.0013 | 0.1000 | 0.0005
1200 5.6997 5.8475 5.8502 | 59.7150 | 59.7076 | 59.7075 | 0.0954 0.0979 0.0980 | 5.7991 | 0.0862|59.7100 | 0.0043 | 0.0971 | 0.0014
1602 | 10.8279 | 10.5390 | 10.3870 | 79.5586 | 79.5731 | 79.5807 | 0.1361 0.1324 0.1305 |10.5846]0.2240| 79.5708|0.0112 | 0.1330 | 0.0028
(X 0.001)
145 [ 3
135 - . ° -
° Coeficiente de Correlacién = -0.0577545
3 sl v//7 R-cuadrada = 0.333558 porciento
% o ° ° R-cuadrado (ajustado para g.l.) = -3.6531 porciento
§ 115 ﬁm7 Error estindar del est. = 0.0135538
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Figura 69. Ajuste adsorcion de colesterol -MMT K30 a modelo lineal de Langmuir (n=3)

Tabla 54. Parametros de ajuste de MMT K30

Error absoluto medio = 0.010391
Estadistico Durbin-Watson = 1.99284 (P=0.4581)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.0172217

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.119995 0.00402345 29.8238 0.0000
Pendiente -0.000248685 0.000859743 -0.289255 0.7748

Tabla 55. ANOVA de ajuste lineal a Langmuir MMT K10

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.0000153705 1 0.0000153705 0.08 0.7748
Residuo 0.00459267 25 0.000183707
Total (Corr.) 0.00460804 26

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es mayor o igual a 0.05, no hay una relacién estadisticamente significativa entre Ce/qe (g/L) y Ce (mg/L) con un nivel de confianza
del 95.0% o mas. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 0.333558% de la variabilidad en Ce/qe (g/L). El coeficiente de correlacién es igual a -
0.0577545, indicando una relacién relativamente débil entre las variables.

Tabla 56. Adsorcién de colesterol con arcilla MMT K10 (n=3)

Co Media Media Media

(mg/L) Ce (mg/L) ge (mg/g) ce/qe (g/L) (qe) DE (Ce) DE (Ce/qe) DE
60 0.2855 [0.3090 |0.2777 |2.9857 2.9846 2.9861 0.0956 |[0.1035 |0.0930 |0.2907 0.0163 |2.9855 0.0008 | 0.0974 | 0.0055
120 0.6298 | 0.6154 |0.6112 |5.9685 5.9692 5.9694 0.1055 [0.1031 |0.1024 |0.6188 0.0098 |5.9691 0.0005 | 0.1037 | 0.0016
240 1.6633 |1.6978 |1.6536 |11.9168 |11.9151 [11.9173 |0.1396 |0.1425 |0.1388 |1.6716 0.0232 |11.9164 0.0012 | 0.1403 | 0.0020
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300 0.8426 |0.8401 |0.8043 |14.9579 |14.9580 |14.9598 |0.0563 |0.0562 |0.0538 |0.8290 0.0214 |14.9585 0.0011 | 0.0554 |0.0014
420 14849 |1.4113 |1.5920 |20.9258 |20.9294 |20.9204 |0.0710 |0.0674 |0.0761 |1.4961 0.0909 |20.9252 0.0045 | 0.0715 | 0.0044
600 2.3025 |2.2949 |2.2833 |29.8849 |29.8853 [29.8858 |0.0770 |0.0768 |0.0764 |2.2936 0.0097 |29.8853 0.0005 | 0.0767 | 0.0003
1002 2.5656 |3.0415 |2.8379 [49.9717 |49.9479 |49.9581 |0.0513 |0.0609 |0.0568 |2.8150 0.2388 |49.9593 0.0119 ] 0.0563 | 0.0048
1200 44041 |3.4461 |3.6809 |59.7798 |59.8277 |59.8160 |0.0737 |0.0576 |0.0615 |3.8437 0.4993 |59.8078 0.0250 | 0.0643 | 0.0084
1602 12.5271|13.1466 | 14.5431 | 79.4736 | 79.4427 |79.3728 |0.1576 |0.1655 |0.1832 |13.4056 |1.0327 |79.4297 0.0516 | 0.1688 | 0.0131
02F =
0.17 =
Coeficiente de Correlaciéon = 0.626414
< o4 . R-cuadrada = 39.2394 porciento
% R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 36.809 porciento
§ 011 |- i Error estandar del est. = 0.030349
. Error absoluto medio = 0.0256817
0.08 - , Estadistico Durbin-Watson = 1.36004 (P=0.0375)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = 0.302844
0.05 ° ‘ ; ; o

Ce (mg/L)
Figura 70. Ajuste adsorcion de colesterol -MMT K10 a modelo lineal de Langmuir (n=3)
Tabla 57. Pardmetros de ajuste de MMT K10

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Pardmetro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.0741577 0.00744499 9.96076 0.0000
Pendiente 0.00612366 0.00152402 4.0181 0.0005

Tabla 58. ANOVA de ajuste lineal a Langmuir MMT K10

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 0.0148706 1 0.0148706 16.15 0.0005
Residuo 0.0230265 25 0.000921059
Total (Corr.) 0.0378971 26

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacidn estadisticamente significativa entre Ce/qe (g/L) y Ce (mg/L) con un nivel de confianza del
95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 39.2394% de la variabilidad en Ce/qe (g/L). El coeficiente de correlacion es igual a 0.626414,
indicando una relacién moderadamente fuerte entre las variables.

Tabla 59. Pardmetros de ajuste a modelo lineal de Langmuir (n=3)

Arcilla m b Capacidad de adsorcion maxima (Q) (mg/g) K. (L/g) aL (K) (L/mg) R R2
MMT Nanoclay | -0.0106 | 0.1834 94.3396 5.4526 0.0578 0.7814 | 0.6106
MMT K30 -0.0002 | 0.1200 5000.0000 8.3333 0.0017 0.0577 | 0.0333
MMT K10 0.0061 | 0.0741 163.9344 13.4953 0.0823 0.6264 | 0.3924
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Tabla 60. Determinacién de RL para arcilla Nanoclay, MMT K30 y MMT K10

Concentracion inicial AM (mg/L) | R. Nanoclay | R. MMT K30 | R. MMT K10

60 0.2238 0.9074 0.1684
120 0.1260 0.8306 0.0919
240 0.0672 0.7102 0.0482
300 0.0545 0.6623 0.0389
420 0.0396 0.5834 0.0281
600 0.0280 0.4950 0.0198
1002 0.0170 0.3699 0.0120
1200 0.0142 0.3289 0.0100
1602 0.0107 0.2686 0.0075

ISOTERMA DE FREUNDLICH

Tabla 61. Adsorcién de AM con arcilla MMT Nanoclay (n=3)

Co (mg/L) Log Ce Log qe Media (log Ce) DE Media (log ge) DE
60 -0.3256 -0.3188 -0.3388 0.4737 0.4736 0.4738 -0.3277 0.0102 0.4737 0.0001
120 -0.0108 -0.0270 -0.0170 0.7746 0.7747 0.7747 -0.0183 0.0082 0.7747 0.0001
240 0.3181 0.3213 0.3130 1.0754 1.0754 1.0754 0.3175 0.0042 1.0754 0.0000
300 0.4382 0.4116 0.3896 1.1721 1.1723 1.1725 0.4131 0.0243 1.1723 0.0002
420 0.5180 0.5375 0.5098 1.3188 1.3186 1.3189 0.5218 0.0143 1.3188 0.0001
600 0.6939 0.6876 0.6819 1.4735 1.4736 1.4736 0.6878 0.0060 1.4736 0.0000

1002 0.6989 0.7263 0.7086 1.6977 1.6975 1.6976 0.7113 0.0139 1.6976 0.0001
1200 0.8130 0.8319 0.8092 1.7758 1.7757 1.7758 0.8180 0.0122 1.7758 0.0001
1602 0.8817 0.8272 0.8775 1.9016 1.9018 1.9016 0.8621 0.0303 1.9017 0.0001

Log ge

16

12

0.8

0.4

©
isS

Log Ce

0.5

Pl b b b Lo |

Coeficiente de Correlacion = 0.982825

R-cuadrada = 96.5944 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 96.4582 porciento

Error estandar del est. = 0.0858216

Error absoluto medio = 0.0756905

Estadistico Durbin-Watson = 1.06938 (P=0.0034)

Autocorrelacién de residuos en retraso 1 = 0.423961
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Figura 71. Ajuste adsorcion de colesterol -MMT Nanoclay a modelo lineal de Freundlich (n=3)
Tabla 62. Parametros de ajuste de MMT Nanoclay

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto 0.779359 0.0254779 30.5896 0.0000
Pendiente 1.1665 0.0438062 26.6287 0.0000

Tabla 63. ANOVA de ajuste lineal a Freundlich MMT Nanoclay

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Modelo 5.22268 1 5.22268 709.09 0.0000
Residuo 0.184134 25 0.00736535

Total (Corr.) 5.40681 26

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién estadisticamente significativa entre Log qe y Log Ce con un nivel de confianza del 95.0%. El
estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 96.5944% de la variabilidad en Log ge. El coeficiente de correlacién es igual a 0.982825, indicando una

relacion relativamente fuerte entre las variables

Tabla 64. Adsorcion de AM con arcilla MMT K30 (n=3)

Co (mg/L) Log Ce Log qe Media (log Ce) DE Media (log qe) DE
60 -0.4627 -0.4474 -0.4421 0.4746 0.4745 0.4745 -0.4507 0.0107 0.4745 0.0001
120 -0.1469 -0.1220 -0.1279 0.7756 0.7754 0.7754 -0.1323 0.0130 0.7755 0.0001
240 0.2036 0.2230 0.2229 1.0763 1.0761 1.0761 0.2165 0.0112 1.0762 0.0001
300 0.2595 0.2466 0.2253 1.1735 1.1735 1.1737 0.2438 0.0173 1.1735 0.0001
420 0.3914 0.3780 0.4033 1.3197 1.3197 1.3196 0.3909 0.0127 1.3197 0.0001
600 0.5833 0.5622 0.5758 1.4743 1.4745 1.4744 0.5738 0.0107 1.4744 0.0001

1002 0.6966 0.6958 0.7000 1.6977 1.6977 1.6977 0.6975 0.0022 1.6977 0.0000
1200 0.7558 0.7670 0.7672 1.7761 1.7760 1.7760 0.7633 0.0065 1.7760 0.0000
1602 1.0345 1.0228 1.0165 1.9007 1.9008 1.9008 1.0246 0.0092 1.9008 0.0001
2 - —
Ler g Coeficiente de Correlacion = 0.994218
L 1 R-cuadrada = 98.847 porciento
g 20 B R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 98.8009 porciento
kS [ ] Error estandar del est. = 0.0498907
08~ ] Error absoluto medio = 0.0394083
L ] Estadistico Durbin-Watson = 2.18542 (P=0.6512)
0.4 - ] Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.126417
o ;‘ ‘ ‘ ‘ ‘;
1

o
o

-0.1

0.3
Log Ce

0.7 1.
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Figura 72. Ajuste adsorcion de colesterol -MMT K30 a modelo lineal de Freundlich (n=3)
Tabla 65. Pardmetros de ajuste de MMT K30

Minimos Cuadrados Estdndar Estadistico
Pardametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto [0.91819 0.0126078 |72.8274 0.0000
Pendiente [1.02321 0.0221017 |46.2955 0.0000

Tabla 66. ANOVA de ajuste lineal a Freundlich MMT K30

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razoén-F  |Valor-P
Modelo 5.33478 1 5.33478 2143.27 [0.0000
Residuo 0.062227 25 10.00248908

Total (Corr.) |[5.397 26

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién estadisticamente significativa entre Log qe y Log Ce con un nivel de confianza del 95.0%. El
estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 98.847% de la variabilidad en Log qe. El coeficiente de correlacion es igual a 0.994218, indicando una relaciéon
relativamente fuerte entre las variables

Tabla 67. Adsorcion de AM con arcilla MMT K10 (n=3)

Co (mg/L) Log Ce Log ge Media (log Ce) DE Media (log ge) DE
60 -0.5444 -0.5101 -0.5565 0.4750 0.4749 0.4751 -0.5370 0.0241 0.4750 0.0001
120 -0.2008 -0.2109 -0.2138 0.7759 0.7759 0.7759 -0.2085 0.0068 0.7759 0.0000
240 0.2210 0.2299 0.2184 1.0762 1.0761 1.0762 0.2231 0.0060 1.0761 0.0000
300 -0.0744 -0.0757 -0.0946 1.1749 1.1749 1.1749 -0.0815 0.0113 1.1749 0.0000
420 0.1717 0.1496 0.2019 1.3207 1.3208 1.3206 0.1744 0.0263 1.3207 0.0001
600 0.3622 0.3608 0.3586 1.4755 1.4755 1.4755 0.3605 0.0018 1.4755 0.0000

1002 0.4092 0.4831 0.4530 1.6987 1.6985 1.6986 0.4484 0.0372 1.6986 0.0001
1200 0.6439 0.5373 0.5660 1.7766 1.7769 1.7768 0.5824 0.0551 1.7768 0.0002
1602 1.0978 1.1188 1.1627 1.9002 1.9001 1.8997 1.1264 0.0331 1.9000 0.0003

Figura 73. Ajuste adsorcién de colesterol -MMT K10 a modelo lineal de Freundlich (n=3)
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Coeficiente de Correlacion = 0.934761

R-cuadrada = 87.3778 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 86.8729 porciento
Error estandar del est. = 0.165045

Error absoluto medio = 0.147717

Estadistico Durbin-Watson = 1.48531 (P=0.0742)
Autocorrelacién de residuos en retraso 1 = 0.202755
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Tabla 68. Pardmetros de ajuste de MMT K10

Minimos Cuadrados Estdndar Estadistico
Pardametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto |1.08481 0.0356255 |[30.4505 0.0000
Pendiente [0.914748 0.0695343 |(13.1554 0.0000
Tabla 69. ANOVA de ajuste lineal a Freundlich MMT K10
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razoén-F  |Valor-P
Modelo 47142 1 47142 173.06 0.0000
Residuo 0.680993 25 10.0272397
Total (Corr.) [5.39519 26

anexo |

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Log ge y Log Ce con un nivel de confianza del 95.0%.EI

estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 87.3778% de la variabilidad en Log ge. El coeficiente de correlacién es igual a 0.934761, indicando una
relacion relativamente fuerte entre las variables.

Tabla 70. Parametros de ajuste a modelo lineal Freundlich (n=3)
Arcilla m b Capacidad de adsorcion de Freundlich (Kf) (mg/g Reciproco de orden de reaccion R R2
(L/mg)?1/n) (1/m)
MMT Nanoclay | 1.1665 | 0.7793 6.0159 0.8573 0.9828 0.9659
MMT K30 1.0232 | 0.9182 8.2832 0.9773 0.9942 0.9885
MMT K10 0.9147 | 1.0848 12.1563 1.0933 0.9348 | 0.8738
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ANEXO II. DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE MP

Se realiz6 un disefio L8 2x6, se analiz6 la media de las variables de respuesta de tamafio, PDI y potencial Z.

Tabla 71. Diseiio de experimentos Taguchi L82x6

Nombre Unidades Tipo Papel Bajo | Alto
A:velocidad de agitacién rpm Continuo Controlable -1.0 1.0
B:atorvastatina mg Continuo Controlable -1.0 1.0
C:metanol mL Continuo Controlable -1.0 1.0
D:agente desolvatacion mL Continuo Controlable -1.0 1.0
E:gelatina mg/mL Continuo Controlable -1.0 1.0
F:entrecruzante UL Continuo Controlable -1.0 1.0
Tabla 72. Resultados de los 8 experimentos Taguchi
. Tamafio | Media DE Zp Media DE .
Experimento (nm) (nm) (nm) (mv) (mV) (mv) PDI Media DE
626.40 29.60 0.40
648.80 30.60 0.39
671.90 29.80 0.31
E1l 639.20 648.27 16.21 30.00 30.07 0.40 031 0.36 0.04
642.40 29.90 0.35
660.90 30.50 0.39
1703.00 27.00 0.46
1616.00 26.70 0.49
1738.00 26.70 0.44
E2 1711.00 1650.83 | 84.33 2710 26.65 0.38 041 0.44 0.03
1627.00 26.20 0.40
1510.00 26.20 0.44
2553.00 19.40 0.54
2550.00 19.60 0.50
2300.00 19.30 0.55
E3 2227.00 2364.00 | 148.84 19.60 19.58 0.24 051 0.52 0.03
2242.00 19.60 0.56
2312.00 20.00 0.48
521.60 26.80 0.31
523.60 27.30 0.39
553.00 27.30 0.32
E4 516.50 525.55 13.87 2760 27.08 0.60 037 0.36 0.05
515.50 26.00 0.34
523.10 27.50 0.43
812.20 22.60 0.33
790.30 24.50 0.40
848.00 23.90 0.31
E5 779.90 798.82 32.80 23.60 23.43 0.94 029 0.32 0.05
810.70 24.00 0.30
751.80 22.00 0.27
1698.00 15.70 0.52
1979.00 15.50 0.49
1863.00 15.00 0.44
E6 1838.00 1833.33 | 98.32 15.20 15.53 0.53 042 0.46 0.04
1801.00 16.50 0.46
1771.00 15.30 041
1246.00 23.60 0.33
1331.00 23.40 0.28
E7 1385.00 1345.00 | 56.77 22.20 2242 0.86 026 0.28 0.03
1370.00 21.60 0.28

128



anexo 1! |

1406.00 21.90 0.27

1332.00 21.80 0.28

709.30 28.10 0.36

713.10 27.30 0.29

692.80 28.00 0.26

E8 699.50 703.60 8.40 2740 27.62 0.38 030 0.30 0.04
696.50 27.70 0.27
710.40 27.20 0.32
Tabla 73. ANOVA para tamaiio (nm) (n=6)

Fuente Suma de cuadrados Gl |Cuadrado medio Razon-F Valor-P
A:velocidad de agitacion 35.7075 1 [35.7075 0.01 0.9360
B:atorvastatina 1.03371E6 1 |1.03371E6 189.00 0.0000
C:metanol 147032. 1 |147032. 26.88 0.0000
D:agente desolvataciéon 1.13283E6 1 [1.13283E6 207.12 0.0000
E:gelatina 1.5302E7 1 |1.5302E7 2797.72 0.0000
F:entrecruzante 1.01809E6 1 |[1.01809E6 186.14 0.0000
AB 193472. 1 |193472. 35.37 0.0000
Error total 218778. 40 [5469.46
Total (corr.) 1.9046E7 47

R-cuadrada = 98.8513 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 98.6503 porciento

Error estandar del est. = 73.9558
Error absoluto medio = 45.4667
Estadistico Durbin-Watson = 1.898

Autocorrelacion residual de Lag 1 =

05 (P=0.4244)
0.0497771

En este caso, 6 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero
con un nivel de confianza del 95.0%.El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, as{ ajustado, explica 98.8513%
de la variabilidad en tamafio. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con

diferente nimero de variables inde

pendientes, es 98.6503%.

Tabla 74. ANOVA para PDI (nm) (n=6)

Fuente Suma de cuadrados Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
A:velocidad de agitacién 0.00824252 1 0.00824252 5.67 0.0221
B:atorvastatina 0.055965 1 0.055965 38.51 0.0000
C:metanol 0.00394219 1 0.00394219 2.71 0.1074
D:agente desolvatacion 0.0425425 1 0.0425425 29.27 0.0000
E:gelatina 0.102029 1 0.102029 70.20 0.0000
F:entrecruzante 0.0111935 1 0.0111935 7.70 0.0083
AB 0.0789752 1 0.0789752 54.34 0.0000

Error total 0.0581355 40 0.00145339

Total (corr.) 0.361025 47

R-cuadrada = 83.8971 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 81.

0791 porciento

Error estandar del est. = 0.0381233

Error absoluto medio = 0.0289653
Estadistico Durbin-Watson = 1.493

Autocorrelaciéon residual de Lag 1 =

1 (P=0.0655)
0.232939

En este caso, 6 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero
con un nivel de confianza del 95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 83.8971%
de la variabilidad en PDI. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con
diferente nimero de variables independientes, es 81.0791%.
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Tabla 75. ANOVA para potencial Zeta (nm) (n=6)

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A:velocidad de agitacién 0.775208 1 ]0.775208 2.23 0.1432
B:atorvastatina 334.435 1 |334.435 961.83 0.0000
C:metanol 1.43521 1 |1.43521 4.13 0.0489
D:agente desolvatacion 34.5102 1 |34.5102 99.25 0.0000
E:gelatina 432.6 1 |432.6 1244.15 0.0000
F:entrecruzante 3.57521 1 |[3.57521 10.28 0.0026
AB 155.16 1 |[155.16 446.24 0.0000
Error total 13.9083 40 (0.347708

Total (corr.) 976.4 47

R-cuadrada = 98.5755 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 98.3263 porciento
Error estandar del est. = 0.589668

Error absoluto medio = 0.425694

Estadistico Durbin-Watson = 1.88646 (P=0.4100)
Autocorrelacién residual de Lag 1 = 0.0427002

En este caso, 6 efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que son significativamente diferentes de cero
con un nivel de confianza del 95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 98.5755%
de la variabilidad en potencial Z. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos
con diferente nimero de variables independientes, es 98.3263%.

Tabla 76. Optimizacién de las respuestas

Respuesta Optimizado | Prediccién Inferior 95.0% Limite Superior 95.0% Limite Deseabilidad
Tamafio si 1300.0 1239.59 1360.41 1.0
Potencial Z si 22.659 22.1773 23.1406 0.643041
PDI si 0.279504 0.248365 0.310642 0.204964

Deseabilidad optimizada = 0.508907

Tabla 77. Factores establecidos optimos

Factor Establecimiento
Velocidad de agitacion 0.999989
atorvastatina -1.0
Metanol -0.999998
Agente desolvatacion 0.999933
Gelatina 0.919534
Entrecruzante -0.997106
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Eficiencia de entrampe de MP

Se preparé una curva de calibracién de 7 puntos de atorvastatina calcica en metanol en un intervalo de
concentraciones de 1 a 20 pg/mL por triplicado a partir de una solucién stock.

Tabla 78. Curva de calibracion de atorvastatina cdlcica en metanol (n=3)
At(;:;ia;})ma Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia 3 Media Desviacion Estandar
0.5 0.0120 0.0110 0.0130 0.0120 0.0010
0,8 0.0350 0.0320 0.0390 0.0353 0.0035
1.0 0.0500 0.0460 0.0500 0.0487 0.0023
3.0 0.1040 0.1270 0.1300 0.1203 0.0142
5.0 0.1990 0.2320 0.2130 0.2147 0.0166
10.0 0.4130 0.4460 0.4450 0.4347 0.0188
20.0 0.7950 0.8640 0.8640 0.8410 0.0398

Coeficiente de Correlacion = 0,998201
R-cuadrada = 99,6405 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,6216
porciento

Error estdndar del est. = 0,0176064

Error absoluto medio = 0,0121912

Estadistico Durbin-Watson = 1,09626 (P=0,0104)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =
0,418409

Figura 74. Modelo ajustado a regresion lineal para
atorvastatina cdlcica en metanol (n=3)

Tabla 79. ANOVA de atorvastatina cdlcica en metanol (n=3)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,63229 1 1,63229 5265,72 0,0000
Residuo 0,00588971 19 0,000309985

Total (Corr.) 1,63818 20

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacién estadisticamente significativa entre
absorbancia y atorvastatina (pg/mL) con un nivel de confianza del 95,0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo ajustado explica 99,6405% de la variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlacién es igual a
0,998201, indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables

Tabla 80. Pardmetro de ajuste a regresion lineal simple de atorvastatina cdlcica en metanol (n=3)

m b R R2
0.0423 0.0002 0.9982 0.9964
Tabla 81. Tabla. determinacién de EE de MP (n=3)

AC total inicial . Concentraciéon o . Desviacion
(mg) Absorbancia (ug/mL) AT en MP(mg) EE (%) Media Estindar
10.50 0.381 9.002 6.752 64.303
10.10 0.395 9.333 7.000 69.307 67.30 2.65
10.30 0.397 9.381 7.035 68.305
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ANEXO III. DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE MP/MMT

Tabla 82. Determinacién de potencial z de MP y MMT en funcién de pH

Microparticulas (MP) MMT Nanoclay
pH Potencial . Desviacion Potencial Z Media Desviacion Estandar
Media (mV) .
Z (mV) Estandar (mV) (mV) (mV) (mV)
18.6 -20.5
3.0 18.9 18.8667 0.2517 -20.2 -20.5000 0.3000
19.1 -20.8
11.4 -25.4
4.0 119 12.0333 0.7095 -25.4 -25.8333 0.7506
12.8 -26.7
-1.56 -22.8
5.0 -1.53 -1.5700 0.0458 -22.6 -22.8333 0.2517
-1.62 -23.1
-5.78 -27.3
6.5 -6.46 -6.4400 0.6502 -28.1 -27.7667 0.4163
-7.08 -27.9
-11.6 -26.2
7.0 -11.7 -11.9333 0.4933 -26.6 -26.6000 0.4000
-12.5 -27.0
-14.5 -27.7
8.0 -15.0 -15.4667 1.2662 -28.0 -27.9000 0.1732
-16.9 -28.0
Tabla 83. Determinacion de tamaiio de particulay PDI de MPy MP/MMT
Sistema Tamaiio de particula (nm) | Media (nm) Es‘:;;;l::l(z?n) PDI | Media ES?:;‘(;?:I(?;])
1664 0.297
MP 1291 1423.667 208.510 0.247 | 0.267 0.026
1316 0.257
5703 0.316
MP/MMT 5214 5779.333 607.110 0.454 | 0.345 0.097
6421 0.266

132



anexo v

ANEXO IV. PERFILES DE LIBERACION

CURVAS DE CALIBRACION DE ATORVASTATINA CALCICA A DIFERENTES VALORES DE pH

Se prepar6 una curva de calibracién de 7 puntos de atorvastatina célcica en soluciones amortiguadoras a pH=1.6,
5.0,5.8,6.5y 7.0 en un intervalo de concentraciones de 1 a 20 ug/mL por triplicado a partir de una solucién stock.

CURVA DE CALIBRACION A pH 1.6

Tabla 84. Curvas de calibracion de atorvastatina cdlcica en buffer pH 1.6 (n=3)

Atorvastatina Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3 Media DeS\flacmn
(ng/mL) Estandar
1.0 0.0420 0.0450 0.0590 0.0487 0.0091
3.0 0.1180 0.1230 0.1360 0.1257 0.0093
5.0 0.1950 0.2020 0.1960 0.1977 0.0038
8.0 0.3040 0.3040 0.2930 0.3003 0.0064
10.0 0.3830 0.3620 0.3890 0.3780 0.0142
15.0 0.5740 0.5430 0.6090 0.5753 0.0330
20.0 0.7610 0.7490 0.7120 0.7407 0.0255

Coeficiente de Correlacion = 0,99774

R-cuadrada = 99,5485 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,5247
porciento

Error estandar del est. = 0,0162721

Error absoluto medio = 0,0106878

Estadistico Durbin-Watson = 2,00463 (P=0,4609)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 = -
0,128405

Figura 75. Modelo ajustado a regresion lineal para
atorvastatina cdlcica en buffer pH 1.6 (n=3)

Tabla 85. ANOVA de atorvastatina cdlcica en buffer pH 1.6 (n=3)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,10924 1 1,10924 4189,26 0,0000
Residuo 0,00503086 19 0,000264782

Total (Corr.) 1,11427 20

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente significativa entre
absorbancia y atorvastatina (ug/mL) con un nivel de confianza del 95,0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo ajustado explica 99,5485% de la variabilidad en Absorbancia.

CURVA DE CALIBRACION A pH 5.0

Tabla 86. Curvas de calibracion de atorvastatina cdlcica en buffer pH 5.0 (n=3)

Atorvastatina Absorbancia1l | Absorbancia2 | Absorbancia 3 Media DesYlacmn
(ng/mL) estandar
1.0 0.0390 0.0650 0.0420 0.0487 0.0142
3.0 0.1260 0.1580 0.1060 0.1300 0.0262
5.0 0.2640 0.2350 0.1890 0.2293 0.0378
8.0 0.3190 0.3050 0.3230 0.3157 0.0095
10.0 0.3940 0.3920 0.3700 0.3853 0.0133
15.0 0.5880 0.5660 0.5610 0.5717 0.0144
20.0 0.8100 0.7990 0.7390 0.7827 0.0382
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Coeficiente de Correlacion = 0,99522

R-cuadrada = 99,0463 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 98,9961
porciento

Error estandar del est. = 0,0243987

Error absoluto medio = 0,0185624

Estadistico Durbin-Watson = 1,50048 (P=0,0992)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =
0,188396

Figura 76. Modelo ajustado a regresion lineal para
atorvastatina cdlcica en buffer pH 5.0 (n=3)

Tabla 87. ANOVA de atorvastatina cdlcica en buffer pH 5.0 (n=3)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,1747 1 1,1747 1973,29 0,0000
Residuo 0,0113107 19 0,000595299

Total (Corr.) 1,18601 20

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente significativa entre
absorbancia y atorvastatina (Ug/mL) con un nivel de confianza del 95,0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo ajustado explica 99,0463% de la variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlacidn es igual a
0,99522, indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables.

CURVA DE CALIBRACION A pH 5.8

Tabla 88. Curvas de calibracion de atorvastatina cdlcica en buffer pH 5.8 (n=3)

Atorvastatina Absorbancia1l | Absorbancia2 | Absorbancia 3 Media DeS\tlacmn
(ng/mL) Estandar
1.0 0.0400 0.0660 0.0700 0.0587 0.0163
3.0 0.1030 0.1290 0.1460 0.1260 0.0217
5.0 0.1820 0.2210 0.2300 0.2110 0.0255
8.0 0.2960 0.3620 0.3690 0.3423 0.0403
10.0 0.3810 0.4250 0,4390 0.4150 0.0303
15.0 0.6360 0.6230 0.6680 0.6423 0.0232
20.0 0.7880 0.8090 0.7920 0.7963 0.0112

Coeficiente de Correlacion = 0,99513

R-cuadrada = 99,0283 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 98,9772
porciento

Error estandar del est. = 0,0260853

Error absoluto medio = 0,0212674

Estadistico Durbin-Watson = 1,23506 (P=0,0253)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =
0,350715

Figura 77. Modelo ajustado a regresion lineal para
atorvastatina cdlcica en buffer pH 5.8 (n=3)
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Tabla 89. ANOVA de atorvastatina cdlcica en buffer pH 5.8 (n=3)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,31762 1 1,31762 1936,42 0,0000
Residuo 0,0129284 19 0,000680443

Total (Corr.) 1,33055 20

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacidn estadisticamente significativa entre
absorbancia y atorvastatina (pg/mL) con un nivel de confianza del 95,0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo ajustado explica 99,0283% de la variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlacién es igual a
0,99513, indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables.

Tabla 90. Curvas de calibracion de atorvastatina cdlcica en buffer pH 6.5 (n=3)

CURVA DE CALIBRACION A pH 6.5

Atorvastatina Absorbancia1l | Absorbancia 2 Absorbancia 3 Media DeS\ilacmn
(ng/mL) Estandar
1.0 0.0590 0.0830 0.0340 0.0587 0.0245
3.0 0.1340 0.1930 0.1160 0.1477 0.0403
5.0 0.1960 0.2750 0.2000 0.2237 0.0445
8.0 0.3280 0.3250 0.3180 0.3237 0.0051
10.0 0.4020 0.4240 0.4010 0.4090 0.0130
15.0 0.6090 0.5940 0.6080 0.6037 0.0084
20.0 0.7850 0.8220 0.8050 0.8040 0.0185

Figura 78. Modelo ajustado a regresion lineal para

atorvastatina cdlcica en buffer pH 6.5 (n=3)

Coeficiente de Correlacién = 0,995856
R-cuadrada = 99,1728 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,1293

porciento

Error estandar del est. = 0,0233526

Error absoluto medio = 0,0168824
Estadistico Durbin-Watson = 1,2302 (P=0,0246)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =

0,383043

Tabla 91. ANOVA de atorvastatina cdlcica en buffer pH 6.5 (n=3)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,24229 1 1,24229 2277,99 0,0000
Residuo 0,0103615 19 0,000545343

Total (Corr.) 1,25265 20

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacion estadisticamente significativa entre
absorbancia y atorvastatina (ug/mL) con un nivel de confianza del 95,0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo ajustado explica 99,1728% de la variabilidad en absorbancia. El coeficiente de correlacién es igual a
0,995856, indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables.
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CURVA DE CALIBRACION A pH 7.0

Tabla 92. Curvas de calibracion de atorvastatina cdlcica en buffer pH 7.0 (n=3)

Atorvastatina Absorbancia1l | Absorbancia2 | Absorbancia 3 Media DeS\ilacwn
(ng/mL) Estandar
1.0 0.0530 0.0440 0.0720 0.0563 0.0143
3.0 0.1430 0.1100 0.1190 0.1240 0.0171
5.0 0.2020 0.1910 0,2080 0.2003 0.0086
8.0 0.3060 0.3000 0.3120 0.3060 0.0060
10.0 0.3790 0.4000 0.3650 0.3813 0.0176
15.0 0.5550 0.5670 0.5450 0.5557 0.0110
20.0 0.7410 0.7620 0.6360 0.7130 0.0675

Figura 79. Modelo ajustado a regresion lineal para
atorvastatina cdlcica en buffer pH 7.0 (n=3)

Coeficiente de Correlaciéon = 0,994101
R-cuadrada = 98,8236 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 98,7617

porciento

Error estdndar del est. = 0,0250783

Error absoluto medio = 0,0155024
Estadistico Durbin-Watson = 1,02766 (P=0,0059)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =

0,170516

Tabla 93. ANOVA de atorvastatina cdlcica en buffer pH 7.0 (n=3)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,00384 1 1,00384 1596,13 0,0000
Residuo 0,0119495 19 0,000628921

Total (Corr.) 1,01579 20

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relacién estadisticamente significativa entre
Absorbancia y atorvastatina (pg/mL) con un nivel de confianza del 95,0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el
modelo ajustado explica 98,8236% de la variabilidad en Absorbancia. El coeficiente de correlacién es igual a
0,994101, indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables.

Tabla 94. Pardmetro de ajuste a regresion lineal simple de atorvastatina cdlcica en soluciones buffer a
diferentes valores de pH

pH m b R R2

1.6 0.0367 0.0132 0.9977 0.9955
5.0 0.0377 0.0175998 0.9952 0.9905
5.8 0.0399 0.0161795 0.9951 0.9903
6.5 0.0388 0.0234023 0.9958 0.9917
7.0 0.0349 0.0247717 0.9941 0.9882
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ANEXO. PERFIL DE LIBERACION

Tabla 95. Perfil de liberacion de microparticulas (MP) FAS (n=3)

. Absorbancia Atorvastatina liberada (| % Acumulado Liberado . Desviacion
pH | Tiempo (h) 1 2 3 1 2 el 3 1 2 3 Media (%) | gstandar
1.6 0.5 0.1710 | 0.3290 | 0.2540 435.2480 868.1090 665.2752 6.4549 12.8744 9.8663 9.7319 3.2119
1.6 1.0 0.2650 | 0.2350 | 0.2440 699.2262 618.5722 645.1117 10.3698 9.1737 9.5673 9.7036 0.6096
1.6 2.0 0.3510 | 0.3960 | 0.3790 939.2262 1059.3896 1013.5586 13.9291 15.7112 15.0315 14.8906 0.8994
6.5 4.0 0.3940 | 0.2890 | 0.3230 1923.8272 1775.3543 1818.6646 28.5312 26.3292 269716 27.2773 1.1324
6.5 6.0 0.5880 | 0.4780 | 0.5800 2425.3423 2261.9199 2478.6141 35.9688 33.5452 36.7589 35.4243 1.6746
6.5 8.0 0.3680 | 0.3220 | 0.3510 2781.6605 2663.8442 2768.6192 41.2532 39.5059 41.0598 40.6063 0.9578
7.0 10.0 0.1710 | 0.1670 | 0.1750 3208.3768 3077.6665 3205.1923 47.5816 45.6431 47.5343 46.9197 1.1058
7.0 12.0 0.2360 | 0.2570 | 0.2740 3418.3654 3359.4316 3513.0604 50.6958 49.8218 52.1001 50.8726 1.1494
7.0 24.0 0.4480 | 0.4900 | 0.4830 4024.5258 4030.0620 4117.2152 59.6854 59.7675 61.0600 60.1710 0.7710
7.0 48.0 0.6000 | 0.6180 | 0.5820 4501.1734 4439.6608 4436.8427 66.7543 65.8420 65.8002 66.1322 0.5392

Tabla 96. Perfil de liberacién de microparticulas (MP) FED (n=4)
H Tiempo Absorbancia Atorvastatina liberada % Acumulado Liberado Media | Desviacion
P (h) 1 2 3 4 1 4 1 2 3 4 (%) Estandar
5.0 0.5 0.0670 | 0.1360 | 0.1060 | 0.0860 | 110.4481 | 302.5792 | 218.9727 | 163.4536 | 1.6382 | 4.4880 | 3.2479 | 24244 | 2.9496 1.2181
5.0 1.0 0.1200 | 0.1810 | 0.1530 | 0.1410 | 258.2623 | 429.0273 | 351.1585 | 317.9344 | 3.8307 | 6.3635 | 5.2085 | 4.7157 | 5.0296 1.0563
5.0 2.0 0.1660 | 0.2330 | 0.2060 | 0.2060 | 387.3880 | 573.7814 | 498.3716 | 498.5902 | 5.7459 | 8.5106 | 7.3920 | 7.3953 | 7.2609 1.1390
5.8 4.0 0.2060 | 0.2020 | 0.2220 | 0.2270 | 875.3010 | 1051.7712 | 1027.6657 | 1041.6950 | 12.9828 | 15.6003 | 15.2427 | 15.4508 | 14.8192 | 1.2330
5.8 6.0 0.3870 | 0.3750 | 0.3790 | 0.3800 | 1364.2038 | 1521.0576 | 1456.2616 | 1451.3651 | 20.2344 | 22.5609 | 21.5999 | 21.5272 | 21.4806 | 0.9551
5.8 8.0 0.3700 | 0.3940 | 0.4090 | 0.4320 | 1336.0708 | 1588.3211 | 1547.5660 | 1607.3753 | 22.5327 | 26.4472 | 25.2337 | 25.5269 | 24.9351 | 1.6830
7.0 10.0 0.1450 | 0.1410 | 0.1930 | 0.1490 | 1730.1685 | 1974.3703 | 2086.0777 | 2020.5188 | 25.6625 | 29.2846 | 30.9415 | 29.9691 | 28.9645 | 2.3039
7.0 12.0 0.1640 | 0.1650 | 0.1870 | 0.2220 | 2191.1427 | 2465.0866 | 2539.7740 | 2799.8312 | 32.4999 | 36.5631 | 37.6709 | 41.5282 | 37.0655 | 3.7139
7.0 24.0 0.3350 | 0.3440 | 0.2880 | 0.3310 | 3198.5811 | 3505.7628 | 3152.3127 | 3471.5102 | 47.4426 | 51.9989 | 46.7563 | 51.4908 | 49.4222 | 2.7046
7.0 48.0 0.4110 ] 0.3510 | 0.3660 | 0.3550 | 3705.4579 | 3608.9147 | 3660.3356 | 3652.8856 | 56.9608 | 53.5288 | 55.2915 | 54.1810 | 54.9906 | 1.5016
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Tabla 97. Perfil de liberacién de material compuesto (MP/MMT) FAS (n=3)

. Absorbancia Atorvastatina liberada % Acumulado Liberado . Desviacion
pH | Tiempo (h) 1 2 3 1 2 el 3 1 2 Media (%) | ggtandar
1.6 0.5 0.0940 | 0.0980 | 0.1010 224.5613 237.6676 243.3896 3.3303 3.5247 3.6096 3.4882 0.1432
1.6 1.0 0.1180 | 0.1260 | 0.1200 292.8992 315.2698 298.4305 4.3438 4.6756 44259 4.4818 0.1728
1.6 2.0 0.1740 | 0.1820 | 0.1650 450.6376 472.8447 426.0327 6.6831 7.0125 6.3182 6.6713 0.3473
6.5 4.0 0.2600 | 0.2730 | 0.2640 1107.0896 1153.6098 1085.2827 16.4186 17.1085 16.0952 16.5408 0.5176
6.5 6.0 0.3820 | 0.3730 | 0.3590 1434.8674 1433.0846 1350.1615 21.2797 21.2532 20.0235 20.8521 0.7178
6.5 8.0 0.4050 0.4290 0.3900 1497.4937 1579.9280 1432.4847 24.0616 26.6464 23.2394 24.6492 1.7779
7.0 10.0 0.0820 0.1280 0.1080 1677.7802 1899.1830 1690.7082 24.8822 28.1657 25.0739 26.0406 1.8429
7.0 12.0 0.1500 0.1900 0.1680 1884.0839 2107.2060 1890.1351 27.9417 31.2507 28.0315 29.0747 1.8851
7.0 24.0 0.2550 0.3340 0.3400 2192.9664 2513.2231 2376.6681 32.5226 37.2721 35.2470 35.0139 2.3833
7.0 48.0 0.3880 | 0.5250 | 0.5050 2604.1412 3101.7618 2898.7311 38.6205 46.0004 42.9894 42.5368 3.7107

Tabla 98. Perfil de liberacion de material compuesto (MP/MMT) FED (n=3)
Absorbancia Atorvastatina liberada (ug) % Acumulado Liberado

. Media (%) Desviacion
pH | Tiempo (h) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 Estandar
5.0 0.5 0.0680 | 0.0950 | 0.0960 114.0000 188.2077 189.0710 1.1400 2.2728 2.2841 1.8990 0.6573
5.0 1.0 0.1100 | 0.1480 | 0.1491 230.4481 336.2951 337.5920 2.3045 4.0611 4.0922 3.4859 1.0233
5.0 2.0 0.1650 | 0.2390 | 0.2407 382.8525 587.9344 590.6937 3.8285 7.0999 7.1492 6.0259 1.9031
5.8 4.0 0.1520 | 0.2280 | 0.2319 731.4305 1130.6812 1143.6524 7.3143 13.6542 13.8199 11.5961 3.7091
5.8 6.0 0.2310 | 0.3070 | 0.3157 | 936.3921 1340.5534 | 1366.0433 9.3639 | 16.1886 16.4961 14.0162 4.0319
5.8 8.0 0.2530 | 0.2940 | 0.3179 994.5507 1308.1748 1372.5621 | 10.2432 | 15.7326 16.7679 14.2479 3.5066
7.0 10.0 0.1070 | 0.0580 | 0.0589 | 1483.4956 | 1474.6897 | 1562.5090 | 14.8350 | 17.8084 18.8641 17.1692 2.0893
7.0 12.0 0.1360 | 0.0880 | 0.0895 | 2594.7735 | 2115.3660 | 2218.9409 | 25.9477 | 25.5453 26.7979 26.0970 0.6395
7.0 24.0 0.3030 | 0.2380 | 0.2399 | 3398.2807 | 2729.8760 | 2839.0321 | 33.9828 | 32.9661 34.2844 33.7444 0.6907
7.0 48.0 0.3780 | 0.2830 | 0.2894 | 4426.2578 | 3481.9218 | 3609.4170 | 44.2626 | 42.0479 43.5875 43.2993 1.5013

Tabla 99. Resumen perfiles de liberacién FAS y FED
MP MP/MTT
Replica FAS (n=3) FED (n=4) FAS (n=3) FED (n=3)
1.6 6.5 7 5 5.8 7 1.6 6.5 7 5 5.8 7
1 13.9291 41.2532 66.7543 5.7459 22.5327 56.9608 6.6831 24.0616 38.6205 3.8285 10.2432 44.2626
2 15.7112 39.5059 65.842 8.5106 26.4472 53.5288 7.0125 26.6464 46.0004 7.0999 15.7326 42.0479
3 15.0315 41.0598 65.8002 7.392 25.2337 55.2915 6.3182 23.2394 42.9894 7.1492 16.7679 43.5875
4 7.3953 25.5269 54.181
Media (% Acumulado) 14.891 40.606 66.132 7.261 24.935 54.991 6.671 24.649 42.537 6.026 14.248 43.299
Desviacion Estandar 0.899 0.958 0.539 1.139 1.683 1.502 0.347 1.778 3.711 1.903 3.507 1.135
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Muestra 1:
Muestra 2:
Muestra 3:
Muestra 4:
Muestra 5:
Muestra 6:
Muestra 7:
Muestra 8:
Muestra 9:

MP 1.6 FAS

MP 6.5 FAS

MP 7 FAS

MP 5 FED

MP 5.8 FED

MP 7 FED
MP/MMT 1.6 FAS
MP/MMT 6.5 FAS
MP/MMT 7 FAS

Muestra 10: MP/MMT 5 FED
Muestra 11: MP/MMT 5.8 FED
Muestra 12: MP/MMT 7 FED

Tabla 100. ANOVA entre sistemas y medios

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos  [13635.9 11 [1239.62 329.33 0.0000
Intra grupos 90.3384 24 13.7641

Total (Corr.) [13726.2 35

La prueba-F en la tabla ANOVA determina si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos
Multiples indican cuales medias son significativamente diferentes de otras. La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en
dos componentes: un componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 329.328, es el
cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 12 variables con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 101. Método: 95.0 porcentaje LSD entre sistemasy medios

Casos Media Grupos Homogéneos Medias y 95.0% de Fisher LSD
MP/MMT 5 FED 3 6.02587 X 80 F —
MP/MMT 1.6 FAS 3 6.67127 X L ]
MP 5 FED 3 7.21617 X + .
MP/MMT 5.8 FED 3 14.2479 X r - 1
MP 1.6 FAS 3 14.8906 X 60~ . 7
MP/MMT 6.5 FAS 3 24.6491 X L ]
MP 5.8 FED 3 24.7379 X « L i 3 g
MP 6.5 FAS 3 40.6063 X 3 40 3 %
MP/MMT 7 FAS 3 42.5368 X = 7 1
MP/MMT 7 FED 3 43.2993 X I i 3 i
MP 7 FED 3 55.2604 X 20 -
MP 7 FAS 3 66.1322 X r L2 I 1
L k2 2 T ]
Se han identificado 6 grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. oc -
No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que Qvfo Q?"% ((\?9 QQ/O QQ/Q QQ/O QV? ((vg QV‘% Q(oo Q@O QQ/O
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para N IR A NN A IR A I
discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa § ®Q AR @Q ~ $ $ \® \QQ $ \@Q
(LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que cada par de N Q\Q @Q @Q Q\Q @Q
medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0. @Q N

Figura 80. Grdfica de medias de % liberados
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Tabla 102. Ajuste a modelo de Korsmeyer-Peppas de MPy MP/MTT en condiciones FAS y FED

MP FAS MP FED
Parametros KORSMEYER-PEPPAS KORSMEYER-PEPPAS

N_observed 9.0000 10.0000
DF 7.0000 8.0000
R_obs-pre 0.9582 0.9744
Rsqr 0.9140 0.9467
Rsqr_adj 0.9115 0.9451
MSE 17.4207 24.1803
MSE_root 4.1581 4.8474
Weighting 1.0000 1.0000

SS 121.9447 193.4427

WSS 121.9447 193.4427
AIC 47.0944 56.0795
MSC 2.6923 2.3938
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ANEXO V. ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD

Tabla 103. Resultados de viabilidad celular para MP 24 h

CONTROL | 05 [ 24 | 50 | 161 [ 323 | 484 [ 121.0 | 2822 | 4838 4800 | 9700
Repeticion p
Absorbancia

1 0.968 0.729 0.898 0.81 0.929 0.948 0.834 0.78 0.75 0.546 0.11 0.105

2 1.032 1.022 0.692 0.841 0.792 0.77 0.773 0.577 0.721 0.532 0.102 0.102

3 0.82 1.064 0.96 0.725 0.804 0.841 0.685 0.669 0.743 0.504 0.117 0.109

4 0.846 0.946 0.752 0.766 0.793 0.679 0.623 0.603 0.738 0.506 0.108 0.116

5 0.779 0.907 0.899 0.988 0.876 0.609 0.766 0.578 0.587 0.604 0.131 0.118

6 0.644 0.665 1.084 0.953 0.902 0.594 1.045 0.942 0.561 0.615 0.108 0.128

7 0.811 0.855 1.018 0.813 1.058 0.735 0.654 0.898 0.795 0.615 0.119 0.124

8 0.926 1.035 0.947 0.766 0.785 1.078 0.889 0.897 0.822 0.659 0.115 0.135

9 1.012 1.032 0.757 0.705 0.829 0.606 0.972 0.79 0.948 0.689 0.111 0.131

10 0.831 0.733 1.082 0.906 1.112 0.568 0.969 0.666 0.831 0.522 0.099 0.129

11 1.199 0.581 0.766 0.959 0.801 0.678 0.633 0.746 0.541 0.523 0.113 0.121

12 0.899 0.952 0.765 0.825 0.791 0.696 0.959 0.757 0.623 0.687 0.11 0.121

Promedio 0.897 0.877 0.885 0.838 0.873 0.734 0.817 0.742 0.722 0.584 0.112 0.120

DE 0.144 0.163 0.137 0.094 0.111 0.155 0.149 0.127 0.123 0.070 0.008 0.010

Viabilidad celular (%) 100.028 97.742 | 98.662 | 93.432 | 97.287 | 81.773 | 91.063 | 82.711 | 80.453 | 65.050 | 12.477 | 13.369

DE (%) 16.006 18.162 | 15249 | 10.491 | 12334 | 17.259 | 16.630 | 14.137 | 13.715 | 7.795 0.924 1.164

Tabla 104. Resultados de viabilidad celular para MMT 24 h

CONTROL | 0.252 [ 1.2096 252 | 8064 | 16128 | 24192 | 6048 | 14112 | 24192 [ 2400 | 4850
Repeticidn -
Absorbancia

1 0.773 0.54 0.897 0.637 | 0.742 0.597 0.885 0.788 0.775 0.75 0.244 | 0.259

2 0.7 1.028 0.98 0.764 | 0.455 0.691 0.854 0.805 0.665 0.825 0.247 | 0316

3 0.782 0.584 0.945 0.779 0.87 0.86 0.819 0.843 0.842 0.727 0.306 | 0.351

4 0.751 0.603 0.722 0.507 | 0.849 0.763 0.879 0.88 0.78 0.73 0.272 0.314

5 0.800 0.627 0.571 0.481 0.848 0.849 0.602 0.738 0.695 0.722 0.299 0.131

6 0.805 0.863 0.867 0.938 | 0.505 0.761 0.729 0.796 0.794 0.765 0.267 | 0.159

7 0.666 0.893 0.601 0.853 0.437 0.869 0.799 0.758 0.707 0.84 0.28 0.123

8 0.903 0.789 0.773 0.868 | 0.894 0.76 0.737 0.726 0.721 0.771 0.302 0.142

9 0.762 0.894 0.733 0.815 | 0917 0.789 0.699 0.778 0.736 0.814 0.195 0.13

10 0.821 0.783 0.809 0.781 0.922 0.761 0.677 0.781 0.753 0.781 0.136 | 0.161

11 0.739 0.741 0.888 0.652 0.803 0.792 0.71 0.825 0.641 0.789 0.158 | 0.155

12 0.963 1.054 0.89 0.835 | 0917 0.809 0.646 0.763 0.748 0.809 0.155 0.136

Promedio 0.789 0.783 0.806 0.743 0.763 0.775 0.753 0.790 0.738 0.777 0.238 | 0.198

DE 0.081 0.171 0.130 0.143 0.187 0.075 0.093 0.044 0.057 0.040 0.062 0.086

Viabilidad celular (%) 100.000 [ 99.271 | 102.197 | 94.106 | 96.736 | 98.236 | 95.437 | 100.137 | 93.547 | 98.469 | 30.218 | 25.106

DE (%) 9.610 20.207 | 15375 | 16.959 | 22.134 | 8.923 11.019 5.186 6.691 4.710 7.292 | 10.141
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Tabla 105. Resultados de viabilidad celular para MP/MMT 24 H

AC-MP/MMT 24 h

CONTROL | 071 | 339 [ 706 | 2258 | 4516 | 67.74 | 169.34 | 395.14 | 67738 | 6720 | 13580

Repeticion :

Absorbancia
1 0.568 0.687 0.566 0.606 | 0669 | 0.670 | 0.694 | 0.633 0.232 0126 | 0142 | 0.120
2 0.784 0.708 0.657 0.505 | 0.521 | 0585 [ 0.512 0.463 0.245 0.138 | 0.127 | 0.139
3 0.944 0.626 0.597 0.611 | 0548 | 0.449 | 0596 | 0417 [ 0217 | 0.103 0.135 | 0.132
4 0.507 0.695 0.563 0563 | 0587 | 0502 [ 0421 | 0432 0.170 | 0109 | 0121 | 0.132
5 0.776 0.615 0.580 0564 | 0533 | 0.616 | 0415 | 0535 | 0.245 0124 | 0112 | 0.109
6 0.630 0.628 0.599 0579 | 0541 | 0556 | 0.522 0487 | 0236 | 0126 | 0104 | 0.134
7 0.542 0.712 0.556 0579 | 0594 | 0597 [ 0.681 0564 | 0178 | 0.121 0.106 | 0.122
8 0.641 0.627 0.770 0593 | 0706 | 0.681 [ 0.697 | 0569 | 0.192 0117 | 0119 | 0.114
9 0.636 0.669 0.740 0.656 | 0.688 | 0.701 [ 0.651 0569 | 0196 | 0.121 0.114 | 0.120
10 0.591 0.673 0.773 0538 | 0662 | 0.689 | 0.688 | 0.552 0.157 | 0126 | 0109 | o0.121
11 0.603 0.628 0.770 0683 | 0742 | 0711 [ 0724 | 0512 0.174 | 0.113 0.102 | 0.116
12 0.556 0.748 0.727 0.635 | 0.664 | 0.663 [ 0.673 0425 | 0204 | 0114 | 0127 | 0.108
Promedio 0.648 0.668 0.658 0593 | 0621 | 0618 | 0.606 | 0.513 0204 | 0120 | 0118 | 0.122
DE 0.126 0.043 0.091 0.050 | 0.076 | 0.083 [ 0.111 0.069 | 0.031 0.009 | 0.013 | 0.010
Viabilidad celular (%) 100.026 103.086 | 101.569 | 91.461 | 95.872 | 95422 [ 93.544 | 79.192 | 31456 | 18493 | 18.236 | 18.866
DE (%) 19.424 6.663 14.034 7.678 | 11.729 | 12.884 | 17.128 | 10.608 | 4.765 1437 1.955 1.548
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DETERMINACION DE IC50
Tabla 106. Determinacion de IC50 de MMT 24 h

. Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad

Replica | LogMMT | ¢ arop) | YOBMMT | cojar o) | X°8MMT | ceatar (%) | "8MMT | celwtaro6) | “8MMT | Gelular (%)
1 99.873 98.226 95.057 30.925 32.826
2 102.028 84.284 104.563 31.305 40.051
3 106.844 106.717 92.142 38.783 44,487
4 111.534 98.859 92.522 34.474 39.797
5 93.536 88.086 91.508 37.896 16.603
6 100.887 100.634 96.958 33.840 20.152
7 1782 96.071 2.150 89.607 2.384 106.464 3.380 35.488 3.686 15.589
8 92.015 91.381 97.719 38.276 17.997
9 98.606 93.283 103.169 24.715 16.477
10 98.986 95.437 98.986 17.237 20.406
11 104.563 81.242 100.000 20.025 19.645
12 96.705 94.804 102.535 19.645 17.237

Coeficiente de Correlacion = -0.965193
R-cuadrada = 93.1597 porciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 90.8796 porciento
Error estandar del est. = 11.569
Error absoluto medio = 6.90382
Estadistico Durbin-Watson = 2.38313 (P=0.3981)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.312673

Figura 81. Modelo ajustado a regresion lineal (n=12) para MMT 24 h

Tabla 107. ANOVA para IC50 de MMT 24

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 65625.9 1 65625.9 477.31 0.0000
Residuo 7974.55 58 137.492

Total (Corr.) 73600.5 59
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Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién estadisticamente significativa entre Log MMT y Viabilidad celular con un nivel de confianza
del 95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 93.1597% de la variabilidad en Viabilidad celular (%). El coeficiente de correlacién es igual a -
0.965193, indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables. El error estandar del estimado

Tabla 108. Determinacion de IC50 de MP 24 h

. Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad

Replica Log MP Celular (%) LogMP 1 e ojutar (o) LogMP 1 outar (o) LogMP | colular (%) Log MP Celular (%)
1 86.957 83.612 60.870 12.263 11.706
2 64.326 80.379 59.30 11371 11371
3 74582 82.832 56.187 13.043 12.152
4 67.224 82.274 56.410 12.040 12.932
5 64.437 65.440 67.336 14.604 13.155
6 105.017 62.542 68.562 12.040 14270
7 2.083 100111 2451 88.629 2.685 68.562 3.681 13.266 3.987 13.824
8 100.000 91.639 73.467 12.821 15.050
9 88.071 105.686 76.812 12375 14.604
10 74247 92.642 58.194 11.037 14381
11 83.166 60.312 58.305 12.598 13.489
12 84.392 69.454 76.589 12.263 13.489

Coeficiente de Correlacion = -0.980262

R-cuadrada = 96.0915 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 94.7886 porciento
Error estandar del est. = 8.04717

Error absoluto medio = 5.79815

Estadistico Durbin-Watson = 2.61592 (P=0.5505)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.466617

Figura 82. Modelo ajustado a regresion lineal (n=12) para MP 24 h
Tabla 109. ANOVA para IC50 de MP 24 h

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 57314.3 1 57314.3 455.90 0.0000
Residuo 7291.51 58 125.716

Total (Corr.) 64605.8 59
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Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Log MP y Viabilidad Celular (%) con un nivel de confianza
del 95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 96.0915% de la variabilidad en Viabilidad Celular (%). El coeficiente de correlacién es igual a -
0.980262, indicando una relacion relativamente fuerte entre las variables.

Tabla 110. Determinacion de IC50 de MP/MMT 24 h

. Log Viabilidad Log Viabilidad Log Viabilidad Log Viabilidad Log Viabilidad

Replica | ATAE/M L cetutar (00) | ATNEM | cetular 9) | AT | cetutar ) | ATNEM | cetutar ) | ATSEM | celutar (96)
1 103.395 107.099 97.685 35.802 19.444
2 90.278 79.012 71.451 37.809 21.296
3 69.290 91.975 64.352 33.488 15.895
4 77.469 64.969 66.667 26.235 16.821
5 95.062 64.043 82.562 37.809 19.136
6 1.655 85.802 1.831 80.556 2.229 75.154 2.597 36.420 2.831 19.444
7 92.130 105.093 87.037 27.469 18.673
8 105.093 107.562 87.809 29.630 18.056
9 108.179 100.463 87.809 30.247 18.673
10 106.327 106.173 85.185 24.228 19.444
11 109.722 111.728 79.012 26.852 17.438
12 102.315 103.858 65.586 31.481 17.593

Coeficiente de Correlacion = -0.964224

R-cuadrada = 92.9728 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 90.6304 porciento
Error estandar del est. = 11.058

Error absoluto medio = 7.0487

Estadistico Durbin-Watson = 2.14292 (P=0.2488)
Autocorrelacion de residuos en retraso 1 =-0.179888

Figura 83. Modelo ajustado a regresion lineal (n=12) para AT/MP/MMT 24 h

Tabla 111. ANOVA para IC50 de MP/MMT 24 h
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 58241.5 1 58241.5 308.05 0.0000
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Residuo 10965.7 58 189.064
Total (Corr.) 69207.2 59
Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacion estadisticamente significativa entre Log AT/MP/MMT y Viabilidad Celular (%) con un nivel
de confianza del 95.0%. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo ajustado explica 92.9728% de la variabilidad en Viabilidad celular (%). El coeficiente de correlacién
es igual a -0.964224, indicando una relacién relativamente fuerte entre las variables.

Tabla 112. Pardmetros de regresién lineal de MMT, MPy MP/MMT para 24 h

Sistema m b R R2
MMT -45.197 190.463 0.965 0.932
MP -42.240 176.577 0.980 0.961

MP/MMT -70.170 220.002 0.964 0.930
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