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Capitulo 1. Introduccion

La artritis reumatoide es una enfermedad crénica y autoinmune, caracterizada por altos
grados de destruccidn articular,! debido a la inflamacién de las membranas sinoviales de
tipo diartrodial.2 Demograficamente, es la afeccion reumdtica inflamatoria mas frecuente
que afecta del 0.5 al 1.0% de la poblacién adulta a nivel mundial;? incidiendo especialmente
en mujeres entre 40 y 60 afios de edad.*

Los factores etioldgicos de este padecimiento sugieren un desbalance entre los procesos de
inmunidad celular y humoral;> que conlleva a la formacién de un tejido de granulacion,
invasivo y altamente vascularizado denominado pannus,® en el que se han identificado
condiciones de acidosis, hipertermia, e hipoxia.’

El tratamiento actual para la artritis reumatoide es de tipo paliativo.® Sus objetivos van
encaminados al control del proceso inflamatorio y al impedimento de la progresién de la
enfermedad. A lo largo del tiempo, la medicacién ha ido cambiando constantemente;
pasando de utilizar solamente antiinflamatorios no esteroideos y glucocorticoides, al uso
de farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARDs, por sus siglas en
inglés por; Disease-Modifying Antirheumatic Drugs), como el metotrexato (MTX), que es en
la actualidad, el tratamiento de primera eleccién.’ Desafortunadamente, estas terapias no
han sido completamente satisfactorias. Por un lado, los objetivos buscados sélo se han
conseguido en una pequefia proporcién de pacientes,® ademds de los multiples efectos
adversos que generan; como el dafio hepatico y medular,*! que afectan su calidad de vida.
Esto se debe, en parte a la falta de especificidad de la mayoria de los principios activos hacia
un tejido diana y un alto grado de distribucién sistémica que, junto con su rapida
eliminacidn, propician a la aplicacion frecuente de dosis altas.

Para superar estas limitaciones terapéuticas, los sistemas farmacéuticos vectorizados
resultan prometedores, ya que llevan al principio activo selectivamente al sitio de
inflamacién; lo que podria mejorar su eficacia, reducir su biodistribucién, conducir a una
reduccion de las dosis empleadas y generar una disminucidn en los dafios colaterales. Las
estrategias de vectorizacion favorecen la acumulacién de un sistema en determinada zona
fisioldgica, sin embargo, para poder aumentar la concentracién del farmaco en estos sitios,
es necesario asegurar que su liberacién sea Unica y exclusivamente en las células o los
tejidos enfermos. Esto se logra mediante el uso de sistemas modulados por activacién ante
un estimulo, en los que se explotan los cambios fisiolégicos generados por la enfermedad.
Gracias al comportamiento de algunos materiales, que sufren modificaciones estructurales
o moleculares ante determinadas condiciones, se pueden disefiar acarreadores capaces de
contener al farmaco y liberarlo exclusivamente en el entorno patoldgico.

El desarrollo de la artritis reumatoide trae consigo caracteristicas especiales en el
microambiente de los tejidos dafiados, los cuales pueden ser aprovechados para la
generacion de sistemas farmacéuticos vectorizados de liberacién modulada por activacién.
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En primera instancia, muchos estudios han descrito que las articulaciones inflamadas
presentan una poblacion aumentada de fibroblastos y macréfagos sinoviales,? los cuales
sobre-expresan receptores superficiales como el CD44, una glicoproteina multiestructural
que se encuentra en la superficie de varias células.’® La estructura multiple natural del CD44
tiene influencia en un amplio repertorio de ligandos, siendo el acido hialurénico el mas
afin.'* Por otro lado, se sabe que la artritis reumatoide, viene acompafiada de una
disminucién del pH, pasando de 7.4 en tejidos sanos a 5 en tejidos artriticos.’> Ademas, que
el tejido articular dafiado puede alcanzar temperaturas cercanas a 40°C, cuando los valores
en tejidos sanos oscilan entre 36.5y 37.2°C.%6

La investigacion actual, se ha enfocado en el desarrollo de sistemas farmacéuticos de
tamafio nanométrico, que contienen y protegen al principio activo, para conducirlo a
distintas partes del organismo. Entre los nanoacarreadores, los nanogeles han cobrado gran
interés, ya que pueden sintetizarse a partir de materiales poliméricos que ademas de ser
biocompatibles; son sensibles a diversos estimulos, lo cual les permite controlar la
liberacion del activo que contienen, ademas que poseen caracteristicas especiales; como
una gran estabilidad dentro y fuera del organismo, un alto contenido en agua y una mayor
area superficial, que favorece su funcionalizacidn.

El uso de los nanogeles como formas farmacéuticas, junto con las estrategias de
vectorizacion y el uso de materiales estimulo-sensibles, representan una alternativa
interesante que pudiera llegar a solucionar los problemas de los tratamientos médicos
actuales. Es por ello, que con este trabajo se busca desarrollar un sistema que contenga un
farmaco antirreumatico y sea capaz de conducirlo y liberarlo exclusivamente en las
articulaciones inflamadas.
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2.1 Geles, microgeles y nanogeles

Los geles son redes macroscdpicas que se forman por el entrecruzamiento fisico o quimico
de algunas macromoléculas. Una de sus caracteristicas es su afinidad a ciertos disolventes,
lo cual les permite hincharse, sin disolverse.'” Esto debido a un efecto sinérgico, en el que
la estructura del gel retiene al disolvente y el disolvente le da soporte al gel.*® Un tipo
especial de gel, es el hidrogel, que como su nombre lo indica emplea al agua como
disolvente. Usualmente, la estructura de los hidrogeles se basa en materiales poliméricos,
por lo que los mondmeros son la unidad bésica que los compone. El método de sintesis mas
usado para la obtencidn de hidrogeles es la polimerizacién, a través de radicales libres.® La
formacién de radicales libres es posible en la mayoria de los casos, debido a la estructura
vinilica de los mondmeros. Estos dobles enlaces se rompen al emplear precursores quimicos
o tratamientos térmicos y radiactivos.? La presencia de mondmeros inestables favorece la
generacion de largas cadenas poliméricas que pueden entrecruzarse y formar redes entre
ellas. Esta propagacién finaliza cuando ya no quedan mas grupos vinilicos por reaccionar o
por la adicién de algunas sustancias que actian como inhibidores.*®

El proceso de polimerizacion puede focalizarse, 2! a través de ciertas modificaciones en los
métodos de sintesis!’ para generar particulas poliméricas individuales?? y estables,’
denominadas microgeles, que no son mas que dispersiones coloidales.?® Los coloides son
sistemas dispersos heterogéneos compuestos por particulas que tienen un tamano menor
a 1 um.?? Debido a que el didmetro de los microgeles puede llegar a ser menor a 1 um, se
ha optado por emplear el término de nanogel. Esto a pesar de que la IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry, por sus siglas en inglés) acufie el término “nano”
Unicamente a particulas que miden entre 1y 100 nm.?*

2.2 Propiedades de los nanogeles

Los nanogeles conservan las

propiedades tipicas de los coloides, a-) TR ‘ b)~
tales como el efecto Faraday-Tyndall y ) ~ |

el movimiento Browniano.?® El efecto */:’ .

Faraday-Tyndall ocurre cuando un haz || /’“f N\ );

de luz se visibiliza al hacerlo pasar a
través de una disolucién coloidal. Esto
sucede porque las particulas tienen el || ‘ 2% S _ ,
tamafio suficiente para dispersarla.?® El b L e et - € 4 B
efecto Faraday-Tyndall va de la mano — : ‘
con el movimiento Browniano, un Figura 1. Estructura de a) un nanogel; y b) un gel
movimiento aleatorio de las particulas macroscopico
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coloidales?® que se da como resultado del balance entre las fuerzas de atraccién y repulsion
que hay entre ellas.?’” Este equilibrio de fuerzas, les otorga a los coloides una gran
estabilidad.?? Las fuerzas de atraccién predominantes son basicamente las de Van der
Waals, en tanto que las fuerzas de repulsion provienen de la interaccion entre las dobles
capas eléctricas que rodean a los coloides, como se verd mas adeltante.?’ Gracias a esta
estabilidad, los sistemas coloidales son capaces de conservar su estructura aun después de
liofilizarse y centrifugarse.?? Algunas veces, cuando predominan las fuerzas de atraccion
entre las particulas, éstas pueden llegar a aglomerarse.?’” Una de las ventajas que los
nanogeles presentan sobre otros coloides, es que son menos aglomerables, debido a las
cargas eléctricas que soportan sobre su superficie, producto de las cadenas colgantes que
poseen.?? Otra caracteristica adicional, es la capacidad que tienen para hincharse en un
disolvente, sin perder su forma;'’ a diferencia de los geles macroscdpicos, en el que el grado
de hinchamiento estd limitado, debido a los altos grados de entrecruzamiento que
poseen.?? En la Figura 1 se puede apreciar la estructura de un microgel (1a) y un gel
macroscopico (1b). Ambos sistemas presentan un entrecruzamiento entre las cadenas
poliméricas que los conforman, sin embargo, los nanogeles tienen una forma definida.

2.3 Mecanismos de formacion de los nanogeles

La formacion de los nanogeles es el
resultado de una reaccion de
macrogelaciéon incompleta.?® La Figura 2
muestra la evolucion de una polimerizacidn

que da lugar a un macrogel.?® Esta reaccién
consta de una fase inicial en la que se
forman cadenas poliméricas cortas (2a), las
cuales pueden crecer en longitud o generar
entrecruzamientos intramoleculares que
dan lugar a los nanogeles (2b). En este
punto existe una gran cantidad de
particulas de nanogel, lo que facilita las
interacciones intermoleculares (2c) que
constituyen al macrogel (2d).

RS 3 5 il l
> R g ks |

RANA "’fnd'ﬁ? 1 200 5

La obtencion de nanogeles a partir de una
cadenas poliméricas cortas (2a), generan reaccion de macrogelacién es una condicién
microgeles (2b), cuya interaccion (2c) culmina en transitoria,® por lo que es muy dificil

la formacidn de macrogeles (2d) aislarlos,”® sin embargo, es posible
favorecer los entrecruzamientos

intramoleculares entre las cadenas poliméricas que los generan, y al mismo tiempo,
minimizar las interacciones intermoleculares subsecuentes en el curso de la reaccién.3? Esto
se logra al diluir el medio en el que ocurre la polimerizacién.3' Cuando se aumenta el espacio

Figura 2. Reaccién de polimerizacion en la que

4
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fisico en el que se da la gelacion, existe una reduccidon en la disponibilidad de los
mondmeros reaccionantes,?® lo cual propicia a que las cadenas poliméricas formadas
interaccionen entre si. El aumento sostenido en los entrecruzamientos intramoleculares es
tal, que la macrogelacion se interrumpe y sélo se forman los nanogeles.?®

2.4 Métodos de sintesis de los nanogeles

Historicamente, la polimerizacién por emulsion ha
sido el método mas frecuentemente utilizado
para la sintesis de nanogeles.3! Esta técnica
plantea el uso de una mezcla, generalmente .
acuosa; de mondmero, iniciador radicalario y
algunos tipos de tensoactivos,??> como el dodecil
sulfato de sodio, que es el mas empleado.3?
Usualmente, los mondmeros utilizados suelen ser
poco solubles en el disolvente en el que se efectua
la reaccién.?? El uso de tensoactivos, ademas de

favorecer la solubilidad del mondmero, tiene 3. uiadants
como propésito la generacién de gldbulos que Monomeng
contienen a la reacciéon en dominios aislados?’ y

Figura 3. Formacién de nanogeles
diluidos,?? tal como se aprecia en la Figura 3. La mediante polimerizacién por emulsién

polimerizacién por emulsién permite la obtencidn

de nanogeles de tamafio y forma uniforme,3? sin embargo, su principal limitacion es la
dificultad para remover por completo los tensoactivos empleados,3? los cuales ademds de
ser toxicos, pueden alterar drasticamente las propiedades quimicas del nanogel obtenido.3*

Para evitar las complicaciones debidas al

) -
L o uso de tensoactivos, en la actualidad han

S = surgido algunos métodos alternos para

@ la sintesis de nanogeles. Una ruta que ha

a) b)D sido ampliamente investigada es la

polimerizacién por precipitacion,3® cuyo
fundamento se basa en la
desestabilizacién  electrostatica  de
particulas poliméricas.3® Este método
Figura 4. Formacidn de nanogeles a través de la emplea disoluciones acuosas de un
repulsion de grupos cargados iniciador radicalario y mondémeros
funcionalizados con grupos cargados,

como los acidos carboxilicos, las aminas o los sulfatos.3* Su fundamento se muestra en la
Figura 4. Al igual que en una macrogelacidén tipica, los mondmeros presentes forman
cadenas poliméricas (4a), que eventualmente interaccionan entre si para formar nucleos
precursores cargados (4b) que crecen a tal grado que coalescen.?> A medida que las
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particulas precipitan, la carga electrostatica impartida por los monémeros, se concentra en
su superficie (4c).?2 Conforme los agregados se hacen mas grandes, la carga de los sistemas
se va incrementando hasta estabilizarse (4d). El crecimiento de las particulas es mediado
por su coalescencia, puesto que, al precipitar, su concentracién disminuye,?’ lo que genera
medios diluidos. El producto estable obtenido es el nanogel. A diferencia de Ia
polimerizacién por emulsidn, este método no es tan trivial en cuanto a la uniformidad del
tamafio de los nanogeles obtenidos,3® por lo que es necesario ajustar la relacién entre la
cantidad de agua y mondmero que se utilizan.?” Por otro lado, la polimerizaciéon por
precipitacion no permite sintetizar nanogeles que midan menos de 100 nm,3° dado que a
menor sea el tamafio de las particulas cargadas, mas dificil es lograr estabilizar su carga.®

Una ultima via que ha sido explorada para la generacién de nanogeles, es a través de la
molienda mecdnica de un macrogel,®® sin embargo, no suele ser un método que se emplee
con frecuencia, debido a la obtencién de particulas no tan pequefias que ademas tienen
una forma irregular.®

2.5 Métodos de purificacion de los nanogeles

Independientemente del método utilizado, la sintesis de los nanogeles deja muchos
contaminantes que deben ser eliminados para la posterior caracterizacién y uso de estos
sistemas.3> Dentro de los materiales no deseados que se necesitan eliminar se encuentran:
cantidades de mondmeros que no reaccionaron, cadenas poliméricas cortas que no
alcanzaron a formar parte de las particulas, asi como residuos de iniciadores, tensoactivos
e inhibidores utilizados en la polimerizacion.*® Los métodos de purificacion mas utilizados
son algunos tipos de centrifugacidn, ademas del uso de ciertos filtros o membranas de poro
pequefio en procesos de microfiltraciéon y de dialisis.*®

La centrifugacion es la técnica de separacion de materiales dispersos basada en su
diferencia de densidad, que se logra a través del movimiento giratorio.*! Esta operacion es
util en la limpieza de nanogeles, dado que permite separar los contaminantes de menor
peso molecular. La técnica consiste en la centrifugacion del sistema, usualmente a 25,000
rpm durante 45 minutos,*® seguida de la redispersion del precipitado obtenido; aunque
estos pardmetros dependen del tipo de nanogel. La centrifugacion se repite hasta que la
tension superficial y densidad de los materiales dispersos se igualan con los del disolvente.®
Una limitacidn es que, por lo general, los nanogeles suelen tener estos valores casi idénticos
a los del agua,?> de manera que resulta complicado recuperar por completo el material.
Ademads, que puede llegar a ser dificil desagregar los precipitados formados, por lo que se
debe utilizar la sonicacién,*® que en algunos casos podria llegar a alterar la estructura del
sistema.

En la microfiltracion, un material suspendido es forzado bajo presiéon a atravesar una
membrana porosa.*? Si el tamafio de poro del filtro es més pequefio que el sistema, el
nanogel quedara retenido y sdlo pasaran los contaminantes mas pequefos. En algunas
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ocasiones, el nanogel puede llegar a tapar los poros del filtro, lo que hace al proceso mas
lento y dificulta la purificacion del material.?? La principal desventaja de esta técnica son las
grandes pérdidas de material presentadas al despegarlo del filtro.*°

El proceso de didlisis permite la separacidn de sustancias a partir de su difusion a través de
una membrana porosa.*® Es una técnica que utiliza el gradiente de concentracién como
fuerza conductora.?® La purificacion de nanogeles puede darse al utilizar bolsas de diélisis
con poros pequefios que los retengan y sélo permitan la difusién de los contaminantes
solubles. Una limitacién de la didlisis es que puede llegar a ser extremadamente lenta
cuando las impurezas tienen baja concentracion.?® Para una mejor separacion, es
importante verificar que ninguno de los materiales tape los poros de la membrana, por lo
que se sugiere que ésta se mantenga en agitaciéon durante todo el proceso.

2.6 Caracterizacion de los nanogeles

El tipo de caracterizacidon que se realiza a los nanogeles varia de acuerdo con la aplicacidn
para la cual van destinados, sin embargo, entre mas extensa sea, mayor conocimiento se
tendrd sobre éste. El fin de caracterizar este tipo de sistemas es poder elucidar sus
propiedades fisicas y quimicas, tales como su composicién, tamano, morfologia, estructura
y comportamiento ante diferentes estimulos.

2.6.1 Espectroscopia de Infrarrojo

Una de las técnicas espectroscopicas clasicas en el
estudio de la naturaleza quimica de los nanogeles es
la de infrarrojo (IR). Como su nombre lo indica, esta
espectroscopia usa la radiacion de la regidén de IR;
correspondiente a la del  espectro
electromagnético ubicada entre 12,800 y 10 cm2,%
para la determinacién e identificacion de la
estructura molecular de las sustancias. Esto a partir
de la capacidad que tienen los atomos para absorber

Espejo

Fuente de Interferémetro
radiacion 70Nn3

-

Muestra Espejo

Detector

Figura 5. Operacién de un
espectrometro de IR

la energia radiante, la cual altera la frecuencia y la
amplitud de sus vibraciones en la molécula.*® Para
ello, se emiten radiaciones de IR, que se hacen pasar

a través de un interferometro, el cual divide el hazy
lo refleja en espejos, para generar un patrén de interferencia que posteriormente atraviesa
la muestra. La muestra absorbe esta energia y la refleja a un detector,** tal como se aprecia
en la Figura 5. La espectroscopia de transmisidén de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR, por sus siglas en inglés por; Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) es capaz de
recolectar simultdneamente los datos de todas las longitudes de onda de la energia que
emite la muestra, de manera que posibilita la rdpida obtencién de un espectro.*® En general,
la espectroscopia de IR permite conocer los tipos de dtomos y enlaces presentes en una

7
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molécula, particularmente, sus grupos funcionales.*® En los nanogeles, esta técnica, brinda
informacién respecto a las uniones entre mondmeros o entre mondmeros con
entrecruzadores, asi como la identificacién de ramificaciones y grupos terminales en los
fragmentos colgantes.’ Al igual que en los geles macroscépicos, las sefiales obtenidas en
un espectro de un nanogel, suelen ser gruesas debido al gran peso molecular de éstos.*

2.6.2 Dispersion dinamica de la luz

Uno de los métodos mas confiables para conocer el
tamafio de los nanogeles es la dispersidon dinamica de
luz (DLS, por sus siglas en inglés por; Dynamic Light
Scattering), que se basa en el movimiento Browniano
de los coloides.*° El fundamento de esta técnica se
aprecia en la Figura 6. Los choques entre las
particulas ocasionan que, al hacer pasar un rayo laser
de luz monocromatico a través de una muestra, ésta
se disperse en direcciones diferentes (6a). La
intensidad resultante de la luz dispersada es captada
por un fotomultiplicador, que es capaz de extraer del
ruido las fluctuaciones de la luz dispersada con el
tiempo y convertirlo en una curva de decaimiento, a
partir de la cual se calcula el coeficiente de difusion
traslacional del nanogel (D). Este coeficiente, permite
conocer el didmetro hidrodindmico (du) de los
coloides mediante la ecuacidon de Stokes-Einstein
(6b).*® DLS es entonces una técnica comparativa, que
asigna un dy a la particula de la muestra en funcion a
una tedrica que se mueve a la misma velocidad,
basandose en el hecho que la velocidad del
movimiento de las particulas es inversamente
proporcional a su tamafio.*

2.6.3 Dispersion estatica de la luz

Un fundamento parecido, es empleado por la
dispersion estatica de la luz (SLS, por sus siglas en
inglés por; Static Light Scattering) para la
determinacion del peso molecular aparente de los
materiales, con la diferencia que en esta técnica se
toma en cuenta el valor de la intensidad promedio de
la luz dispersada que se acumula en un periodo de
tiempo.*® El proceso para obtenerlo se muestra en la

Del laser

“\ | Intensidad
N X promedio
Detector ) A oA
d kT
H=
3nnD

dH=Didmetro hidrodindmico T=Temperatura absoluta
k=Constante del Boltzmann n=Viscosidad
D=Coeficiente de difusion

Figura 6. a) Funcionamiento de DLS
para determinar el didmetro
hidrodinamico; y b) Ecuacion de
Stokes-Eintein
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Figura 7. Para calcularlo se requieren medir diferentes concentraciones de muestra y la
intensidad de luz que dispersan, de acuerdo con la ecuacidn de Rayleigh (7a), Cuando se
conoce la intensidad de luz dispersada, se utiliza un grafico de Debye, que la relaciona con
el peso molecular promedio (7b).*° Esta técnica resulta muy Gtil para los nanogeles, puesto
que, a diferencia de los geles macroscépicos, no se puede utilizar la cromatografia por
permeacion en gel (GPC, por sus siglas en inglés por; Gel Permeation Chromatography) ni
técnicas de viscosidad, porque los datos que proporcionan corresponderian a la masa total
del coloide, puesto que es dificil aislar una particula individual del nanogel y SLS permite
obtener la masa molecular aparente de cada particula.

2.6.4 Microscopias electrdnicas

El tamafio de los nanogeles puede ser verificado por algunas

Muestra

b)

Rayo
de electrones

Muestra Senales

emitidas

Figura 8. Rayos de electrones
incididos en: a) SEM; y en b)
TEM

a) = técnicas de microscopia electrénica como la microscopia
ayo " . . "
de elec¥rones electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés por;
Sefal Scanning Electron Microscopy) o la microscopia electrénica
emitida

de transmision (TEM por sus siglas en inglés por
Transmission Electron Microscopy) que ademas permiten
estudiar otras de sus propiedades, como su morfologia, su
topografia e incluso su composicion quimica.”® Las
microscopias electrénicas son capaces de detectar
radiaciones con longitudes de onda menores a 1 A,
alcanzando resoluciones atdmicas.”! Para su
funcionamiento, se basan en la interaccion de los electrones
con la materia. Para ello se hace pasar un haz de electrones,
denominados electrones primarios, a través de una muestra.
Cuando los electrones interaccionan con ésta, se emiten
electrones secundarios, los cuales son resultado de una
interaccion de tipo elastica o ineldstica.” Las interacciones
elasticas mantienen la energia de los electrones primarios
incidentes, pero sufren una alteracion en su direccion.
Mientras que, en las ineldsticas, los electrones secundarios
presentan una pérdida energética, ademas del cambio en su
direccion. Por otro lado, la muestra excitada emite otros

tipos de radicaciones, como los rayos X. Todas estas interacciones son las sefiales que
permiten caracterizar a un sistema.>?

En SEM, sdlo se puede estudiar la superficie de un material. Esto, porque los electrones
primarios incidentes se enfocan en sélo un punto de la muestra, por lo que se emite una
Unica sefial de baja energia.®> En cambio, con TEM, el haz de electrones es propagado,
atravesando un area especifica de la muestra y emitiendo una serie de senales de
electrones difractados, ademds de rayos X; por lo que tiene la capacidad de analizar con
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precisidn la estructura interna de una sustancia.®® En ambas microscopias estas sefiales se
colectan y se sincronizan para modular pixeles. Todos los pixeles generados se combinan
para formar una imagen completa.>® El equipo de microscopia electrénica consta de una
fuente de electrones, un anodo que los acelera, lentes electromagnéticos para enfocarlos,
una cdmara de vacio y detectores para recolectar las sefiales emitidas,? tal como se aprecia
en la Figura 8 para SEM (8a) y TEM (8b).

Usualmente, para el estudio de los nanogeles, se suele utilizar con mas frecuencia SEM,
dado que brinda informacion suficiente sobre los defectos de su superficie. Debido a que
los nanogeles suelen ser materiales no cristalinos y los monémeros que los componen son
generalmente compuestos orgdnicos, no es muy comun utilizar el analisis por rayos X que
brinda TEM.

2.6.5 Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (NMR, por
sus siglas en inglés por; Nuclear Magnetic
Resonance) es la técnica basada en las
propiedades magnéticas de la materia, que
permite elucidar la estructura molecular de
una sustancia.®® Para ello, estudia a los
nucleos atémicos que, al ser magnéticamente
c) activos, poseen espin. Esto dado que
e || presentan un nimero impar de protones o
neutrones.>® El comportamiento de los
espines se aprecia en la Figura 9. En ausencia
de un campo magnético, los espines nucleares
se orientan al azar (9a). Sin embargo, cuando

a) b)

L T

st Detector una muestra se coloca en un campo
magnético, los nucleos con espin positivo
adquieren su misma direccion (9b), en un
estado de minima energia llamado espin a.
Por otro lado, los nucleos con espin negativo
se orientan en direccidén opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor energia
que se denomina espin B.>> Cuando una muestra se irradia con radiacién electromagnética,
lo nucleos de espin a son promovidos al estado de espin B. Pero en ausencia de ésta vuelven
a su estado inicial.>* Cuando esto ocurre, emiten sefiales cuya frecuencia depende de la
diferencia energética entre los estados a y B.>3 Esta frecuencia es cercana a los 300 MHz,
por lo cual es una radiofrecuencia.>® Cuando una muestra se irradia con radiofrecuencias,
los espines de los nucleos interaccionan con la componente magnética de la radicacidn y la
muestra la absorbe. A esto se le denomina condicidon de resonancia y se da cuando la
frecuencia de la radiacion emitida coincide con la frecuencia de giro de los nucleos.>®

Figura 9. Orientacidn de nucleos: a) sin campo
magnético; b) con campo magnético; y c) un
equipo de RMN

10
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El espectrometro (9c) empleado en NMR se compone de un imdan estable que genera un
campo magnético preciso, un trasmisor de radiofrecuencias, asi como un detector para
medir la energia que absorbe la muestra.? La técnica de NMR, también permite el estudio
de espectros en dos dimensiones, en técnicas como la espectroscopia de correlacidon (COSY
del inglés; Correlation Spectroscopy), la espectroscopia de orden difusa (DOSY, del inglés;
Diffusion Ordered Spectroscopy) o la espectroscopia nuclear del efecto Overhauser (NOESY,
del inglés; Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) en donde se incluye un tiempo de
variable en la secuencia de pulsos para obtener una correlacidon de nucleos a través del
espacio.>® Todas estas técnicas de resonancia son aplicables para el estudio de los
nanogeles, pues permiten el andlisis de los monédmeros que los componen, las secuencias
entre ellos, asi como su estructura, permitiendo definir la tacticidad de sus ramificaciones.

2.6.6 Reologia

Como se ha mencionado anteriormente, los nanogeles
presentan una gran afinidad con el disolvente en el que
T = M(d_y) =y se encuentren dispersos que por lo general es agua.

Mas adelante se discutird, que, dependiendo de su

a)

dt

T = Esfuerzo cortante i =Viscosidad dinmica | | composicidn, se puede favorecer o desfavorecer esta
(&) =y = Tasa de cizal interaccion. Para conocer el grado de interaccién de los

b) c) polimeros con el disolvente, en los geles
macroscopicos se utiliza el hinchamiento de su
estructura como parametro de medicién. Un polimero
entrecruzado es capaz de incrementar su volumen
muchas veces al absorber grandes cantidades de

y Y disolvente. Este hinchamiento puede  ser
correlacionado con densidad de entrecruzamiento del
material. Para obtenerlo, basta con monitorear una

T S|

Figura 10. a) Expresion de la ley de
Newton; y comportamiento grafico
en fluidos Newtonianos enb)tvsy; masa del gel en presencia de disolvente a través del

yc)uvsy tiempo. En el caso de los nanogeles, resulta dificil
realizar esta determinacion, dado que éstos se
encuentran en dispersion.

La técnica utilizada para conocer el grado de entrecruzamiento y estudiar la estructura de
un nanogel es la reologia. La reologia estudia el comportamiento de los fluidos cuando son
sometidos a un esfuerzo. Los fluidos son sustancias que, debido a su poca cohesion
intermolecular, carecen de forma propia, por lo que los nanogeles en dispersion pueden ser
considerados como tal. Aunque la fluencia es la caracteristica que los define, los fluidos
presentan una variacion en su tendencia a fluir.”® La viscosidad (u) es la propiedad que
determina el flujo de los fluidos, pues es una medida de la friccién interna que surge cuando
se presentan gradientes de velocidad.”’ Se define como la razén del esfuerzo cortante o
cizalla (1) y la tasa o velocidad de cizalla durante el flujo (y), donde el esfuerzo cortante es
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a) b) 3] la fuerza de friccion ejercida por el fluido
U M rl . en una unidad de drea; y la tasa de cizalla

es el gradiente de velocidad perpendicular
a la direccién de flujo, como se aprecia en
A y Y || la Figura 10.°® Cuando esta relacion es
d) e) lineal, se sigue la ley de Newton (10a), por
lo que los fluidos con este
comportamiento se denominan
Newtonianos. En este tipo de fluidos la
viscosidad se mantiene constante (10b y
Figura 11. Comportamiento de pvs y en: a) fluido ~ 10c).”® En los fluidos no Newtonianos, la
pseudoplastico, y b) fluido dilatante; tvsy; en c) relacion entre el esfuerzo contante y la
fluido pléstico; y p vs tiempo en: d) fluido velocidad de deformacién no es lineal, por
tixotropico y e) fluido reopéctico . . .
lo que la viscosidad cambia.>” Cuando la
viscosidad depende del esfuerzo de corte, pero no de su duracidn, se habla de tres tipos de
fluidos: pseudoplasticos, dilatantes y plasticos. En los fluidos pesudoplasticos, la viscosidad
decrece a medida que la velocidad cizalla aumenta, generando un efecto de adelgazamiento
(11a). Por el contrario, en fluidos dilatantes, la viscosidad aumenta si la velocidad de corte
se incrementa, y aqui existe un engrosamiento (11b). Los fluidos pldsticos presentan un
valor de esfuerzo cortante llamado cedencia, a partir del cual pueden fluir (11c). En otros
fluidos no Newtonianos, sus propiedades reoldgicas dependen de la duracién del esfuerzo
cortante aplicado. Estos pueden ser tixotrépicos (11d) o reopécticos (11e) cuando la
viscosidad decrece con el tiempo ante una velocidad de cizalla constante o viceversa,
respectivamente.”® El comportamiento grafico de estos fluidos se muestra en la Figura 11.

Tiempo Tiempo

Otra propiedad reoldgica es la viscoelasticidad, la cual determina la deformacién que
experimenta un material cuando se somete a un esfuerzo y temperatura a través del
tiempo. Como su nombre lo sugiere, implica una combinacién entre la viscosidad vy la
elasticidad.”” Un material completamente eldstico, regresa a su forma original al retirar el
esfuerzo aplicado. En cambio, en uno viscoelastico, la deformacion aumenta gradualmente
a través del tiempo bajo el esfuerzo aplicado. Cuando se retira el esfuerzo, el material no
regresa inmediatamente a su forma original, sino que la deformacion decae gradualmente.

Los métodos de medicidn de las propiedades reoldgicas de los fluidos se realizan mediante
ensayos dindmicos,*® a través de un redmetro oscilatorio, el cual consta de un plato, cono
o cilindro que oscila a determinada frecuencia y amplitud.>® En este tipo de experimentos
la deformacion aplicada varia sinusoidalmente con el tiempo, como se ve en la Figura 12,
mientras que el esfuerzo cambia con la misma frecuencia, pero presentando un desfase con
respecto a la deformacion (6) (12a).>® A partir del valor de desfase y los valores maximos de
cizallay esfuerzo de cizalla se calcula un médulo complejo (G*) del que se derivan el médulo
de almacenamiento G’ y el de pérdida G”” (12b), los cuales dan informacidn sobre la fraccion
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viscosa y la eldstica de un material, por lo que a)
también se denominan mdédulo elastico y viscoso, : :
respectivamente. El médulo G’ refiere a la parte
que esta en fase con la deformacién y es una ..

. , . Deformacion
medida de energia almacenada elasticamente ;
durante un ciclo; mientras que el médulo G” es la i Tiempo
parte que estd desfasada y da una medida de la Esfuerzo
energia que es disipada en un ciclo.>®
Para evidenciar la rapidez el corte sinusoidal b)

o rapidez € ol () = 6" W)y ()

como consecuencia del movimiento oscilatorio en G' = |G*|cosd
un fluido, se obtiene la viscosidad compleja (n*), G" = |G*|sin &
la cual estd conformada por una parte real y una G'=G"+iG"
imaginaria que incluye a G*. Razdn por la cual, | |zt eeemmn o) - oo compi dependente g ecvenc
muchas veces el valor de n*suele ser un poco |lE=teeeseme 2-omee

diferente de p. Figura 12. a) Desfase de la deformacién

con respecto al esfuerzo (8) en ensayos
La necesidad del estudio de las propiedades  dinamicos oscilatorios; y b) Ecuaciones del

reoldgicas en un nanogel se da, debido a que, por G*,G'yG”

un lado, existe una proporcionalidad reversa entre

la viscosidad y el grado de entrecruzamiento de la estructura. Por otra parte, cuando el
esfuerzo cortante diverge hasta cierto punto, las particulas de nanogel se acercan tanto que
presentan un empaquetamiento de esferas duras por lo que presentan ciertas propiedades
elasticas.>®

2.7 Nanogeles como sistemas de liberacion farmacéutica

Las propiedades fisicas y quimicas de los nanogeles les permiten ser utilizados en muchas
aplicaciones. Algunas de ellas dentro del campo bioldgico, tales como en el desarrollo de
sistemas de liberacién farmacéutica, en ingenieria de tejidos, en la construccién de
biosensores, en la separaciéon y purificacion de proteinas y hasta en la secuenciacion de
material genético;®® ademds de otras dreas, como en el disefio de materiales dpticos y en
catélisis.®! Pero sin duda alguna, el campo farmacéutico ha sido uno de los méas explorados,
dada la marcada necesidad para el mejoramiento y el desarrollo de medicamentos mas
eficaces y menos toxicos, sobre todo en aquellas enfermedades crénicas, en las que los
pacientes se someten a terapias de por vida.

Para poder ser administrado al organismo, el farmaco debe estar contenido en lo que se
conoce como una forma farmacéutica, una disposicion individualizada que lo combina con
excipientes, con el fin de proveer una correcta dosificacidn, asi como facilitar su
administracion al cuerpo y asegurar su conservacion. Los sistemas convencionales que se
utilizan en la industria farmacéutica presentan numerosas desventajas, siendo la mas
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critica; su no especificidad, lo que se ve reflejado en multiples efectos secundarios y
adversos con los que los pacientes tienen que lidiar.

Para poder superar estas complicaciones, la tecnologia farmacéutica se ha dado a la tarea
de incluir estrategias no convencionales en la fabricaciéon de los medicamentos, las cuales
se esquematizan en la Figura 13. Esto mediante el uso de materiales inteligentes, que
permiten modificar la liberacion de los farmacos, pudiendo alterar su velocidad; en una
liberacion retardada o prolongada (13a); ademas de localizarla en un sitio fisioldgico
especifico, a través de sistemas modulados por activacién (13b) o con sistemas vectorizados
(13c).%?

a) b) c)
; . Control de velocidad
) Control de velocidad Farmaco C°“gf"l-ge velocidad Farmadc% de liberacion
Farmaco de liberacion resguardado e liberacion resguardado
resguardado
: P Liberacion
dlc.'inea‘rrarggcno dg}’gﬁ%‘;’c"o del farmaco

Direccionador %

Sensor de estimulo Sensor de estimulo

Figura 13. Estrategias no convencionales para la liberacion farmacéutica: a) sistemas de liberacion
prolongada o retardada, b) sistemas de liberacion modulada por activacion y c) sistemas vectorizados

Los sistemas farmacéuticos son un andlogo a la forma farmacéutica, pues representan los
vehiculos o acarreadores que contienen al fdrmaco y permiten administrarlo al organismo,
para después liberarlo de manera controlada. Los mds explorados son los sistemas
coloidales de tipo nanométrico, cuyo tamafio modifica su biodistribucidon, permitiéndole
alcanzar sitios inaccesibles o complejos, ademas que, debido a su mayor area superficial, se
posibilita su facil funcionalizacién y favorece el resguardo de mayores cantidades de
principio activo.

Son variados los tipos de coloides nanométricos que se pueden emplear como sistemas
farmacéuticos; como los liposomas, niosomas o nanoparticulas poliméricas o inorgdnicas,®3
pero todos presentan algunas complicaciones que van desde su falta de inocuidad, poca
estabilidad dentro y fuera del organismo y dificultad en los procesos de preparacidn. Es por
ello, que, los nanogeles constituyen un sistema Util para este fin, debido a sus caracteristicas
fisicas y quimicas Unicas. En primera instancia, su composicién, puede incluir el uso de
polimeros biocompatibles y biodegradables, que les permiten permanecer en el organismo,
sin causarle dafio y eliminarse facilmente de él, ademdas que pueden reaccionar
inteligentemente ante ciertos estimulos. Por otro lado, su capacidad de hinchamiento ante
estimulos les posibilita controlar la liberacion del farmaco mediante mecanismos de
difusidn. Adicionalmente, los nanogeles son estables coloidal y mecanicamente, lo cual
restaria problemas en su almacenamiento antes de administrarlo. Finalmente, las
operaciones necesarias para su sintesis son facilmente escalables, por lo que resultarian
ideales para acoplarse en procesos industriales.??
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2.7.1 Nanogeles como sistemas de liberacion prolongada

Cuando se administra un medicamento, existe un proceso de liberacion del farmaco, en el
cual éste sale de la forma farmacéutica que lo aloja. Esta salida puede darse a través de
distintos mecanismos, ya sea mediante su difusidn a través del acarreador o por la erosién
de éste.®* Una vez fuera, el farmaco se encuentra disponible para absorberse, de manera
qgue alcanza la circulacion sistémica al atravesar membranas bioldgicas. La cantidad de
farmaco en sangre puede cuantificarse a lo largo del tiempo en una curva de concentracién
plasmatica, la cual muestra la ventana terapéutica, que es la zona en la cual el principio
activo tiene un efecto sobre el organismo y esta delimitada por un valor de concentracién
efectiva minima y una concentracidon efectiva maxima. Por debajo de la concentracién
efectiva minima no existe un efecto farmacéutico, mientras que, por arriba de la
concentracion efectiva maxima, el fdrmaco puede resultar téxico, provocando una serie de
efectos perjudiciales.®®

En los sistemas de liberacidon convencional,
no existe un control sobre la liberacién del
farmaco, por lo que ésta es inmediata® y

Liberacion inmediata

Liberacion prolongada

Ventana
terapéutica

no suele superar las 2 horas después de su
administracién. En estos casos, ya que el
principio activo se absorbe, no existe un

del farmaco

1

control en su biodistribucién, de manera
gue puede acceder facilmente a multiples
zonas fisioldgicas y no llega en su totalidad
al érgano o tejido de interés, por lo que la

Concentracion plasmatica

Tiempo

eficacia del tratamiento no es la mejor,
ademds que se favorecen los efectos
secundarios y adversos. En la Figura 14, se
muestra los perfiles de liberacién de
algunos sistemas farmacéuticos. La curva clasica de concentracién plasmatica del principio
activo de los medicamentos convencionales suele alcanzar un valor maximo rapidamente,
gue en poco tiempo tiende a disminuir, debido a su eliminacién del cuerpo, en lo que se
conoce como una liberacion inmediata. Para mantener la concentracidon plasmatica
constante a través del tiempo dentro de la ventana terapéutica, se requieren administrar
multiples dosis del medicamento. La principal desventaja de esto es que existen varias
fluctuaciones en la concentracion del farmaco, ademds que requiere regimenes
farmacéuticos continuos que necesitan la completa adherencia del paciente al tratamiento,
lo cual suele ser inconveniente en enfermedades crdnicas que requieren la continua
medicacién.5®

Figura 14. Perfil de liberacidn en; un sistema de
liberacién inmediata y uno de liberacion
prolongada

Para atenuar estas complicaciones, se propone el desarrollo de sistemas de liberacién
prolongada. Un sistema de liberacién prolongada es aquél en donde la liberacién del
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farmaco se da a velocidades mas lentas, por lo que
los niveles de concentraciéon terapéuticas del
principio activo se mantienen por un periodo que
alcanza 12 horas o mas. La diferencia substancial con
los sistemas de liberacidn retardada es que, en éstos
ultimos, existe un tiempo de latencia a partir del cual
el fdrmaco se libera y no precisamente se mantiene
su concentracién plasmatica a lo largo del tiempo.®°
Los sistemas de liberacién prolongada pueden
obtenerse mediante reservorios o matrices. Un
sistema reservorio o capsular consta de un
compartimiento que resguarda al farmaco, de
manera que el grado de liberacién de éste estd en
funcién al tipo de material empleado o el grosor de
la membrana, asi como de las caracteristicas
fisicoquimicas del principio activo. Por otro lado, los
sistemas  matriciales o monoliticos estan
compuestos por un soporte sélido en el cual se
encuentra el farmaco homogéneamente disperso.®?
En este caso, es este soporte el que controla su
liberacion, de acuerdo con tipo de material que las

a)

Soporte

Farmaco

b)

Soporte

Farmaco

Figura 15. Sistemas de liberacion
matriciales o monoliticos con: a)
farmaco soportado dentro de él; y b) en
su superficie

constituye, lo cual las convierte en matrices inertes, hinchables y erosionables y que a su
vez determina el mecanismo de liberacidn en cuestion.®” Los nanogeles entran dentro de la
definicidon de un sistema matricial, pues no es mas que un soporte polimérico, como se
aprecia en la Figura 15, que contiene al farmaco dentro de él (15a) o en su superficie (15b).
Como se ha visto, los nanogeles tienen la capacidad de hincharse. La captacidn y liberacion
de farmaco, en los nanogeles, esta gobernado por los mecanismos de hinchamiento y
deshinchamiento de la estructura, asi como de difusidn a través de éste. Por esta razon, los
modelos mas aplicables estdn basado las leyes de difusién de Fick.%®

sistema

con un gradiente de

J=Flujo molar del farmaco c=Concentracion del farmaco

x= distancia difundida en un tiempo t

Un
a) b)
_ dc dC d?C
/= dx dt = dx?2

Figura 16. a) Expresion de la primera ley de Fick; y
b) Segunda ley de Fick

concentracion no esta en equilibrio, por lo
gue se origina un fendmeno de transporte
para uniformarla, denominado difusion.®?
Esto a través de un flujo irreversible de
materia desde las concentraciones mas
altas a las mds bajas, consecuencia del
movimiento aleatorio que tienen las
particulas.”® Las ecuaciones que rigen estos

fendmenos se muestran en la Figura 16. La

primera ley de Fick (16a) gobierna el proceso difusivo de un sistema estacionario, es decir
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que no depende del tiempo.8 Este principio indica que el flujo difusivo (J) que atraviesa una
superficie o distancia difundida en determinado tiempo (x) es proporcional al gradiente de
concentracién de la materia, al incluir un coeficiente de difusién o difusividad (D).”°

Para muchos sistemas, la velocidad de liberacidn varia a lo largo del tiempo. En estos casos,
se aplica la segunda ley de Fick (16b), que controla un estado inestable, por lo que considera
transformaciones en x, pero también toma en cuenta un tiempo (t).%°

2.7.2 Nanogeles como sistemas de liberacion modulada por activacion

La falta de control en la biodistribucién de los farmacos en la medicacién convencional
ocasiona que estos alcancen sitios fisioldgicos en donde no se desarrolla la enfermedad,
generando efectos farmacoldgicos no deseados, ademas de la disminucién en la eficacia de
los tratamientos. Es por ello, que surge el interés de desarrollar sistemas que tengan la
capacidad de liberar al fdirmaco exclusivamente en las zonas patoldgicas. Una estrategia que
cumple este fin es el desarrollo de sistemas modulados por activacion,®? los cuales tienen
la capacidad de liberar al fdrmaco ante un estimulo interno o externo.

El uso de estos sistemas propicia que el principio activo sélo se libere hasta alcanzar un sitio
especifico en el cual pueda ejercer su accién. Para esto, se pueden aprovechar las
caracteristicas propias de cada enfermedad, mismas que generan un ambiente a nivel
organico, tisular o celular diferente, en comparacién al presentado en condiciones de salud.
Este es el caso de los estimulos internos que pueden ser; fisicos, como la presién osmética
o hidrodinamica y la temperatura; quimicos, como el pH, la fuerza iénica, el potencial rédox
y la concentracién de oxigeno; y bioquimicos, como las concentraciones de enzimas o de
otros metabolitos.”?

En algunos casos, la patologia no genera cambios lo suficientemente sensibles que puedan
aprovecharse para la liberacidn, por lo que se aplican estimulos externos, que usualmente
son fisicos; como el campo magnético, el eléctrico o el ultrasonido.”?

En cualquiera de los dos casos, la idea de la estrategia es utilizar un material que ante estos
ambientes sufra cambios conformacionales o transiciones de fase que provoquen su
disolucién, hinchamiento, colapso o ruptura y como resultado facilite o complique la
liberacion del principio activo.

Para lograr un sistema modulado por activacidn se debe utilizar un material inteligente que
responda ante un estimulo. Por lo general se suelen usar polimeros, pero también es viable
emplear algunos lipidos, metales u otro tipo de sustancias organicas.

Para desarrollar nanogeles modulados por activacién se utilizan polimeros inteligentes para
conformar su estructura. La liberacién del farmaco controlada se obtiene al utilizar al
material sensible como soporte, ya sea teniendo al principio activo inmerso o adsorbido en
su superficie.
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2.7.2.1 Nanogeles sensibles a pH

Las diferencias de pH en el organismo median algunos procesos fisiolégicos importantes a
nivel organico, tisular y celular. El caso mds notable que evidencia estas variaciones se
observa entre la sangre y los liquidos intracelulares, puesto que el pH de la primera fluctia
entre 7.35y 7.45; y contrasta con el 7.2 de los liquidos intracelulares. A nivel organico, las
diferencias de pH mas marcadas se presentan en el tracto gastrointestinal, en donde el pH
estomacal va de 1 a 2.5 en una condicion de ayuno, hasta 5 durante la digestion. Cerca del
estdmago, en el intestino, el pH fluctua entre 6.15 y 7.35 en su zona proximal, hasta 5.26 y
6.72 en la parte distal. Al término del tracto, se encuentra el colon, con un pH mds bdsico
entre 6.72 y 7.02. La vagina, por su parte, es otro érgano con un ambiente muy diferente al
resto del cuerpo, pues es una zona acida con un pH que puede llegar hasta 4. A nivel tisular,
las variaciones son mas evidentes en tejidos enfermos, especificamente en los cancerosos
y los inflamados. En el caso del cdncer, esto se debe a que la proliferacidn celular desmedida
y desordenada genera una carga inusual de oxigeno, mismo que es insuficiente para la
poblacion de células. Como resultado, se produce acido lactico, que disminuye el pH de la
zona hasta 5. Algo similar ocurre en tejidos inflamados, debido a la llegada de leucocitos y
otro tipo de células de defensa por los mecanismos de proteccidon del sistema inmune.
Finalmente, dentro de las células existen cambios de pH debidos a numerosos e
importantes procesos celulares, como, por ejemplo, la fagocitosis, en donde el pH varia de
7.4 en el citosol, a alrededor de 5 en las endosomas vy llega hasta 4, en los lisosomas.”?

Las multiples variaciones de pH dentro del cuerpo dan la pauta a que el mismo organismo
sea capaz de controlar la liberacién de fdrmacos de acarreadores mediados por activacion,
y esta activacion la otorga la sensibilidad del material al pH. De esta manera el sistema
farmacéutico serd capaz de contener al principio activo dentro de él cuando se administre
en el organismo vy al biodistribuirse, pero Unicamente lo liberara en la zona patoldgica que
presente las caracteristicas al que es sensible. Los principales materiales inteligentes para
este fin son los polimeros, razén por la cual los nanogeles, son sistemas ideales que pueden
fungir como sistemas farmacéuticos modulados por la activacién ante un estimulo de pH.

La sensibilidad de los polimeros al pH ocurre debido a que poseen grupos funcionales
ionizables. Estos grupos se protonan o desprotonan dependiendo de su pKs y del pH del
ambiente en el que se encuentren, el cual se conoce como pH de transicién o pH critico
(pH*).”® De acuerdo con el tipo de fraccidn ionizable, los polimeros sensibles al pH pueden
ser poliacidos o polianiones y polibases o policationes, tal como se aprecia en la Tabla 1y
Tabla 2.

Como su nombre lo indica, los poliacidos o polianiones son los polimeros que presentan
grupos funcionales que se encuentran protonados y neutros, a pH menores a su pKs; y
desprotonados y en forma anidnica, con un pH arriba de este valor. Los grupos funcionales
mas comunes de este tipo son los acidos carboxilicos (T1a), en su forma sin carga: COOH y
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Tabla 1. Protonacién y desprotonacién de policidos con a) Acido carboxilico; y e) Sulfonamida. Se aprecian
estructuras de los polimeros con &cidos carboxilicos: b) Acido poli(acrililico) (PAAc), c) Acido poli(meta-acrilico)
(PMAAC), d) 4cido poli(etil-acrilico); y sulfonamidas: f) Sulfadimetoxina (SD) y g) Sulfadimidina (SA); asi como los

polimeros de origen natural: h) Alginato vy i) Acido hialurénico (HA)
a) Protonacion/Desprotonacion del acido carboxilico

b) PAAC ‘ c) PMAAc d) PEAAC
'] '
o< 4—c—c—)— ‘f
|| —\ﬁ—c —C—)-
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e) Protonacién/Desprotonacién de sulfonamida
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su forma anidnica: COO'. Los polimeros con acidos carboxilicos mds usados en farmacia son
los acidos poliacrilicos con cadenas alifaticas de diferente longitud (T1b, T1c y T1d). Otro
grupo utilizado con frecuencia es el acido sulfénico; en su forma neutra: SOsH; y con carga:
SOs, presente en las sulfonamidas (T1e) que estan en polimeros con sulfadimetoxinas (T1f)
y sulfadimidinas (T1g).

Ademas de estos polimeros sintéticos, para los sistemas farmacéuticos se suelen utilizar
algunos materiales de origen natural, que por lo general son polisacaridos y contienen en
su estructura, numerosos grupos acidos, como ocurre en los alginatos (T1lh), la
carbometilcelulosa, el 4cido hialurénico (HA) (T1i) y la pectina.’

El otro tipo de polimeros pH sensibles son las polibases o policationes, que estdn en estado
desprotonado y neutro, cuando el pH del medio es mayor a su pKs; o protonados y en forma
cationica, cuando se encuentran en un pH menor. Los polimeros de este tipo presentan
grupos funcionales nitrogenados, ya sea en aminas primarias, secundarias o terciarias
alifaticas (T2a) o por grupos nitrogenados aromaticos. Los ejemplos clasicos de polibases
alifaticas que se emplean para el disefio de sistemas farmacéuticos son el poli(N,N’-
dimetilaminoetilmetacrilato) (PDMAEMA) (T2b) y el poli(2-(dietil-amino) etil-metacrilato
(PDEAEMA) (T2c). En el caso de los grupos nitrogenados aromaticos, se utilizan polimeros
con piridinas (T2d), como la poli(2-vinilpiridina) (T2f) y la poli(4-vinilpiridina) (T2g); y en
cuanto a los imidazoles (T2e), destaca el uso del poli(N-vinilimidazol) (T2h) y el poli(4-
vinilimidazol) (T2i). A diferencia de los poliacidos, no existe una variedad tan amplia de
materiales naturales polibasicos que se puedan utilizar en farmacia, pero si destaca uno
muy Gtil que es el quitosan (T2j).74

El criterio de seleccidon del tipo de polimero utilizado para el desarrollo de sistemas
farmacéuticos modulados por activacion es su pKa,’? dependiendo del fin para el cual se
usara, pero también se debe considerar su compatibilidad con otros materiales, su toxicidad
y su capacidad de degradacién dentro del cuerpo. Para el desarrollo de nanogeles como
acarreadores farmacéuticos sensibles a pH, se utiliza el polimero como soporte para
contener al farmaco, de modo que el mecanismo de liberacion puede ser mediado
principalmente por difusién. Esto porque la protonacion y desprotonacion de los grupos
funcionales de los polimeros, propician al hinchamiento o colapso del nanogel, debido a la
entrada y salida de agua de la estructura, lo cual es el resultado de los cambios de
conformacidn en las cadenas poliméricas y las alteraciones en la afinidad hidrofébica e
hidrofilica entre ellas.” El mecanismo de liberacién de nanogeles sensibles a pH esta en la
Figura 17. Tanto en los poliacidos (17a) como en las polibases (17b), la idea es la misma: si
el pH del medio favorece las formas ionizadas de los grupos funcionales, es decir; un pH
mayor al pKs, en el caso de los poliacidos; y un pH menor al pK,, en el caso de las polibases,
la estructura polimérica tendrd numerosos grupos con la misma carga electrostatica. Las
cargas iguales en una estructura pequefia provocan la repulsién entre las cadenas
poliméricas del nanogel, lo cual aumenta el espacio entre ellas, facilitando la entrada de
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Tabla 2. Protonacién y desprotonacién de polibases con a) aminas alifaticas; y aminas aromaticas d) piridina y e)
imidazol. Se aprecian estructuras de los polimeros 4cidos con aminas alifaticas: b) Poli(dimetil-etil-amino-etil-
metacrilato (PDMAEMA) y c) Poli(2-(dietil-amino) etil-metacrilato (PDEAEMA), ); piridinas: f) Poli(2-vinil-piridina) y g)
Poli(4-vinil-piridina); imidazoles: h) Poli(N-vinil-imidazol) y Poli(4-vinil-imidazol); asi como un polimero natural.

a) Protonacion/Desprotonacion de aminas alifaticas
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A |
fou o e o 82
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? | ©}
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agua, de manera que se favorece su caracter hidrofilico, implicando un aumento en la
presion osmatica dentro de la estructura. Estos fendmenos se traducen en el hinchamiento
del nanogel. Si el sistema esta cargado con farmaco, pueden ocurrir dos situaciones. En
primera instancia, si el farmaco es hidrofilico, se dificultara su difusion a través del nanogel.
Esto porque el agua del medio tendra mayor tendencia a entrar en el sistema. En cambio,
si se trata de un principio activo hidrofébico, su difusion se vera impulsada por la hidrofilia
de la estructura.

Cuando el pH del medio es menor al pK, de los poliadcidos; o el pH es mayor al pka de las
polibases, se favorece el estado neutro de los grupos funcionales, de manera que hay un
mayor balance en la carga electrostatica del sistema, por lo que no hay repulsién entre las
cadenas poliméricas y se favorecen las interacciones hidrofébicas entre ellas. Esto genera
la salida de agua de los nanogeles, lo cual se ve reflejado en el colapso de la estructura. Si
el sistema contiene un farmaco hidrofilico, su salida se vera facilitada durante la transicion
de fase, asi como por la misma hidrofobicidad del sistema. En cambio, si el principio activo
es hidrofdbico, no podré difundir con facilidad, pues serd mas afin al sistema.”? 7375

Figura 17. Mecanismo del hinchamiento de nanogeles con polimeros de tipo a) poliacidos; y b) polibasicos.

2.7.2.2 Nanogeles sensibles a temperatura

La temperatura corporal del organismo fluctia entre los 36.1 y 37.2 °C en condiciones de
salud.”® A diferencia de lo que ocurre con el pH, no existen variaciones de temperatura tan
marcadas, debido a los mecanismos homeostaticos que la regulan rapidamente, porque los
cambios drasticos podrian afectar el funcionamiento de las proteinas y enzimas
importantes para los procesos fisioldgicos. A pesar de esto, algunas condiciones patoldgicas
producen una pequefia variacion de temperatura en los tejidos comprometidos. Esto
sucede en el cancer y en enfermedades resultantes de procesos inflamatorios. En ambos
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casos, la temperatura en los tejidos afectados puede incrementarse hasta los 40°C. El
aumento de temperatura en los tumores cancerigenos se debe a una mayor actividad
metabdlica, debido a la proliferacion celular descontrolada. Por su parte, en los tejidos
inflamados, esta alteracién es resultado de un mayor flujo sanguineo en el tejido por la
respuesta inmune desencadenada.”’ El desarrollo de sistemas modulados por la
temperatura puede utilizarse para enfermedades que implican aumentos en la
temperatura, de modo que el principio activo se libere Unicamente en estos ambientes. Los
materiales que presentan alteraciones ante una variacidon de temperatura pueden ser
algunos polimeros o lipidos. Pero son los polimeros, los mas atractivos en farmacia, debido
a que las estructuras lipidicas no presentan una gran estabilidad, pues en muchas ocasiones
su permanencia depende de la concentracidn del medio en que se encuentren.

Los polimeros presentan
transiciones de fase dependientes
de la temperatura. Estas transiciones
implican cambios en su solubilidad o
en la fluidez de sus cadenas y son
delimitadas por la temperatura de
solubilidad critica baja o alta (LCST y
UCST, por sus siglas en inglés; por
Lower Critical Solution Temperature
y Upper Critical Solution
Temperature, respectivamente)’® y
la temperatura de transicidn vitrea
(Tg; por el inglés Glass Transition
Temperature)’. La LCST y UCST son
resultado de las alteraciones en la
interaccién entre los polimeros vy el
disolvente. En este sentido, las
cadenas poliméricas que se vuelven
insolubles al calentarse presentan
una LCST; mientras que, las que son

Curva espinodal Lurva binodal

1 fase
Solvatacion

Temperatura

SUCST
~ Agregacion

solubles al aumentar la temperatura Fraccion de volumen (P)

tienen una UCST. Esto también Figura 18. Curva binodal y espinodal de sistemas
puede definirse en funcion a las fases poliméricos termosensibles. Se aprecia los puntos criticos
minimo y maximo: LCST y UCST, respectivamente.
Ademas, se observa la agregacion y solvatacion de las
cadenas poliméricas en un sistema de dos fases y una
fase, respectivamente

gue presenta el sistema. En la Figura
18, se aprecian las curvas binodales
generadas a partir de graficar la
temperatura del medio contra una
magnitud que evidencie la composicion del sistema, como lo es su fraccion de volumen (®).
Estas curvas delimitan la existencia de sistemas de una y dos fases. Las zonas abarcadas por
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curvas espinodales definen fluctuaciones de estabilidad de fase pequefias y coinciden con
su respectiva curva binodal en un punto critico que puede ser minimo o maximo. El punto
critico minimo de coincidencia es la LCST, mientras que el maximo es la UCST. La Tg, por su
parte, delimita estados en la naturaleza de los polimeros; pasando de una forma vitrea, a
temperaturas por debajo de ella, debido a las restricciones en la movilidad de las cadenas
poliméricas; o una forma gomosa, en temperaturas por arriba de ella, resultado de una
amplia movilidad en las cadenas. La Tg no es un valor especifico tal cual y varia dependiendo
del método que se utilice para determinarla. Es por ello, que en farmacia se prefieren
materiales con transiciones de fase debidas a la solubilidad para los sistemas modulados
por activacién.?% 8 Todos los polimeros poseen una LCST y una UCST, sin embargo, el
desarrollo de los sistemas farmacéuticos termosensibles requiere de materiales con
temperaturas de transicion cercanas a la corporal o a las alcanzadas en condiciones
patolégicas.’”® En la Tabla 3 se muestran las estructuras con los polimeros que pueden ser
utilizados para estos fines y sus temperaturas de transicién de fase. Como se aprecia, los
polimeros LCST (T3a, T3b, T3c, T3d y T3e) son mayoritarios, mientras que el
comportamiento UCST (T3f) es mas dificil de observar, debido a que la UCST suele estar por
debajo de la Tg.”® En este punto, se dificulta la separacion de fase por el poco movimiento
en las cadenas poliméricas.
Tabla 3. Estructuras de polimeros termosensibles con LCST y sus temperaturas de transicion de fase: a) Poli(N-
isopropil-acrilamida) (NIPAM), b) Poli(N,N-dietil-acrilamida) (PDEAAM), c) Poli(vinil-caprolactona) (PVCL), d)

Poli(2-isopropil-2-oxazolina (P10Z) y e) Poli(vinil-metil-éter) (PVME); asi como un polimero termosensible UCST
con su temperatura de transicion de fase: f) Copolimero de poliacrilamida y acido poliacrilico (PAM-co-PAAc)

a) PNIPAM ‘ b) PDEAAM ‘ ¢) PVCL

N O
0”7 “NH o r\(\

LCST= 30-34°C LCST= 32-34°C LCST= 30-50°C
d) PI0Z ‘ e) PVME ‘ f) PAM-co-PAAc

HBC(\N/\%IQH M Os_NH, | |0s OH

O O\ m n

LCST=48°C LCST=37°C UCST= 25°C
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La transicién LCST se debe a alteraciones entrdpicas que alteran la energia libre de Gibbs
(AG) resultante del sistema. A temperaturas por debajo de la LCST, las cadenas poliméricas
del material interactian con el agua, a través de puentes de hidrégeno. En este sentido, la
formacidn de estos enlaces implica, por un lado, una entalpia (AH) negativa; ademas de un
acomodo ordenado en el sistema, lo cual ocasiona una disminucién en su entropia (AS). La
conjugacién de ambas contribuciones implica que el valor de AG sea negativo y por lo tanto
el proceso de solubilizacion del polimero en agua sea espontaneo, favoreciéndose un
sistema de una sola fase.?% 82

Por el contrario, a temperaturas superiores a la LCST, se favorecen las interacciones
hidrofdbicas entre las cadenas poliméricas del sistema. Como resultado, los puentes de
hidrégeno se rompen y el orden del sistema decae. Esto conlleva a que la AH sea positiva,
ademas que la AS aumente; lo cual hace que la AG adquiera un valor positivo, que equivale
a una solubilizacién no espontdnea, en donde prevalecen dos fases; el polimero colapsado
y el agua.

Este fendmeno, se puede extrapolar para el disefio de nanogeles termosensibles cargados
con farmaco. Cuando el nanogel se encuentre por debajo de su LCST, se favorecera su
estado hinchado, de manera que si el farmaco es hidrofilico se alentard su difusion a través
de la estructura; pero si es hidrofdbico, ésta se facilitarad. Por el contrario, en un ambiente
con temperaturas superiores a la LCST, el nanogel estara colapsado, razén por la cual, si el
principio activo es hidrofilico podrd salir rapidamente; pero si es hidrofdbico, ésta se
dificultard.”® 80

La LCST es el punto que delimita un cambio en el tamafio del sistema al pasar de hinchado
a colapsado o viceversa, por lo que en algunas ocasiones también se conoce como
temperatura de transicion de fase volumen (VPTT, por sus siglas en inglés, por: Volume
Phase Transition Temperture).8

El valor de LCST de un material puede alterarse al incorporar otro tipo de mondmeros que
afecten el balance hidrofilico e hidrofébico del sistema. De este modo, un incremento en
los grupos hidrofilicos incrementa el valor de la LCST, mientras que un aumento en grupos
hidrofébicos tiene el efecto contrario.®? Esta estrategia permite desplazar el valor de la LCST
de acuerdo con tipo de sistema farmacéutico a las condiciones fisioldgicas o patoldgicas
especificas necesarias.

2.7.2.3 Caracterizacion de sensibilidad de estimulos en nanogeles

Los sistemas de liberaciéon modulados por activacion se someten a una caracterizacién
adicional que permite determinar con exactitud el pH y la temperatura, seguin sea el caso,
a partir del cual se presenta un cambio estructural que de pauta a la liberacién o retencién
del fdrmaco. Para ello, se aprovechan los cambios fisicos medibles que genera el estimulo
en el nanogel al encontrarse en un estado hinchado o colapsado.
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Para los nanogeles sensibles a pH y a temperatura las técnicas mas recurridas son DLS y
turbidimetria.®? Como se menciond anteriormente, a través de DLS se conoce el dy del
sistema. De esta manera, se puede medir el tamafio de los nanogeles en diferentes
condiciones, ya sea variando el pH, la temperatura o ambos. Dependiendo del sistema, se
podrd identificar el pH y temperatura a la cual el nanogel se hincha o colapsa, dado que los
sistemas hinchados son mads grandes a los colapsados.

En el caso de la turbidimetria, se utiliza la espectrofotometria UV-VIS para identificar el
punto nube del nanogel. El punto nube marca la diferencia entre una dispersion
transparente, en la que el nanogel se encuentra hinchado y en una fase; de una dispersién
turbia, en la que el nanogel estd colapsado y en dos fases.®3 En el caso de sistemas
termosensibles, el punto nube no siempre es equivalente a la LCST, puesto que depende de
la concentracion de la dispersion del nanogel y no precisamente representa el punto menor
en un diagrama de transicidon de fases, sin embargo, es un pardmetro de interés en la
caracterizacién del sistema y brinda una aproximacién de dicho valor.8

Finalmente, la calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés por:
Differential Scanning Calorimetry) se utiliza Unicamente para la caracterizacion de
nanogeles sensibles a la temperatura, puesto que proporciona su LCST o UCST.®>

A continuacion, se revisaran los fundamentos de la turbidimetria con espectrofotometria
UV-VIS. No se indagard mas en DLS, dado que anteriormente ya se revisaron los
fundamentos.

2.7.2.3.1 Turbidimetria

La turbidimetria es el método mdas ampliamente usado para la determinacién del punto
nube en la transicidn de fase de una dispersién polimérica.®3 En la Figura 19 se aprecia el
mecanismo de esta técnica. Cuando un rayo de luz incide perpendicularmente sobre una
dispersidn, las particulas contenidas en ella absorberan una parte de la radiacién incidente
y dejardn pasar el resto (19a). La transmitancia de una particula en dispersion es la relacién
entre la cantidad de la luz trasmitida una vez que la ha atravesado y la cantidad de luz que
incidid sobre ella (19b). De esta manera, la turbidimetria mide la luz transmitida a través de
la espectrofotometria UV-VIS.2 Para ello, se usan disoluciones de nanogel con pH ajustado
mediante disoluciones amortiguadoras y un control de temperatura.

Como su nombre lo indica, la espectrofotometria requiere del uso de un
espectrofotémetro. Este aparato mide laintensidad de luz que pasa a través de una muestra
y la compara con la intensidad de luz de un blanco.

Las partes basicas de un espectrofotdémetro (19c) son: una fuente de luz, que suele ser una
lampara de deuterio; un soporte para la muestra; una rejilla de difraccién o monocromador,
gue separa las diferentes longitudes de onda de la luz y un detector. Las muestras de
nanogel se colocan en una celda que por lo general es rectangular y mide 1 cm de ancho.
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Las celdas ideales utilizadas son de

a) b) cuarzo, aunque suelen ser comunes
I I las de vidrio o plastico, sin embargo,
_ t estos dos Ultimos materiales
T - absorben en la regién del UV, lo que

lo It IO limita su utilidad.®’
T =Transmitancia Cuando el nanogel se encuentra en
= Radi.ad.é,m mdden.te condiciones ambientales que

R l, = Radiacidn absorbida

1 I.= Radiacidn trasmitida favorezcan su hinchamiento, el
disolvente entrara en la estructura,
) por lo que se facilitara el paso de la
Muestra Detector luz incidente a través de él, de modo

que la transmitancia serd cercana al

. ,D 100%. Por el contrario, cuando el

nanogel esté colapsado, se

e formaran aglomerados poliméricos

1 gue impediran el total paso de la luz,

de manera que la transmitancia
disminuird.83 8

v

Fuente de luz

Rejillas de difraccién

Figura 19. Fundamento de la turbidimetria para la

caracterizacién de nanogeles sensibles a un estimulo. En a)

se muestra la radiacién trasmitida y absorbida al pasar a

través de una muestra en una celda; en b) se aprecia la
ecuacién matematica para el célculo de T; y en c) se concentracion, pero por lo general
encuentran las partes que conforman a un para su determinacién se utilizan
concentraciones entre 0.1 y 10% en
masa del sistema.®> Una vez hecha la medicidn, se grafican los datos de transmitancia a
determinada longitud de onda contra los valores de pH o la temperatura, para construir una

curva de sensibilidad ante el estimulo.

Como se ha mencionado, el punto
nube de un nanogel depende de su

El punto de inflexidn de la curva es el valor ante el cual el sistema es sensible y equivale a la
LCST.8 Cabe sefialar que hay sistemas en los que no existe un punto de inflexién definido y
el cambio se observa en un intervalo de temperaturas. En estos casos se habla de una
transicion denominada like LCST.8¢

2.7.3 Nanogeles como sistemas de liberacidon vectorizados

A pesar de que los sistemas farmacéuticos modulados por activacién controlan la liberacién
del principio activo en determinadas condiciones fisioldgicas, no se tiene un control
especifico para que éste se libere exclusivamente en una zona patolégica, puesto que el
ambiente de otras regiones del organismo puede provocar que el farmaco salga del
acarreador.
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Una manera de hacer mas selectiva la liberacién del farmaco de estos sistemas en los
organos, tejidos o células enfermas es mediante las técnicas de vectorizacién que se
aprecian en la Figura 20.%° A diferencia de las técnicas convencionales (20a) que liberan el
principio activo en cualquier zona, las técnicas de vectorizacion propician la localizacién del
farmaco en el sitio enfermo. De acuerdo con la manera en la que se direcciona al
acarreador, los sistemas vectorizados pueden ser pasivos (20b) o activos (20c).*!

a) b) c)

Tumor \ l Tumor
Tejido - X Tejido
normal " normal

Figura 20. Sistemas farmacéuticos: a) sin vectorizacidn; y con vectorizacidn b) pasiva; y c) activa

Los sistemas de vectorizacion pasiva aprovechan las caracteristicas fisioldgicas naturales
gue brinda la enfermedad para facilitar la distribucién selectiva del farmaco. Este tipo de
vectorizaciéon es posible en afecciones en las que existen alteraciones en los vasos
sanguineos o generacién de tejido nuevo y desordenado.’ 2 El ejemplo clasico aplicable es
en el cancer.’® Los tumores cancerigenos poseen vasos sanguineos irregulares, dilatados y
defectuosos, puesto que son resultado de un proceso de angiogénesis. Por otro lado, las
células endoteliales tumorales estan desorganizadas y poseen grandes fenestraciones.
Estas anomalias fisioldgicas permiten un fendmeno en el que se facilita la permeacién de
sustancias a través de los tejidos y se conoce como el efecto de permeabilidad y retencion
aumentada (EPR, por sus siglas en ingles por; Enhaced Pemeability and Retention). El efecto
EPR favorece la entrada de sistemas nanomeétricos farmacéuticos en un tejido dafiado y
dificulta su salida, manteniéndolo en la zona para liberar su contenido. Los tumores son
similares a otra estructura denominada pannus, que es un tejido de granulacidn altamente
vascularizado, desarrollado en la artritis reumatoide, de modo, que el efecto EPR es
también aplicable para esta enfermedad.’® °2

La vectorizacion activa direcciona un acarreador farmacéutico a determinado sitio al incluir
un elemento direccionador o ligando que es afin a un receptor localizado en el érgano,
tejido o célula de interés.

Otra estrategia es el uso de estimulos externos. El mas utilizado es el magnético, con el
desarrollo de sistemas con 6xidos de Ni, Co y Fe, que son conducidos a la regién bajo la
influencia de un campo magnético.?> Aunque se ha trabajo incansablemente para mejorar
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estos sistemas, auln se requiere de la aplicacion de campos magnéticos muy fuertes, por lo
que el direccionamiento a través de esta técnica sigue siendo inviable.% 9!

2.8 Caracterizacion de nanogeles con farmaco incluido

Los nanogeles como acarreadores de farmaco son capaces de liberarlo de manera
controlada y localizada en determinadas zonas del organismo y ante condiciones
especificas. La inclusién del principio activo en el nanogel se efectia mediante dos
mecanismos: la adsorcién y la absorcién.*®

La adsorcidén es un proceso espontdneo en el que un soluto, denominado adsorbato, se
concentra en la superficie de otro material, Ilamado adsorbente. De acuerdo con el tipo de
fuerzas involucradas, la adsorcién puede ser: fisica o fisisorcidon, si prevalecen fuerzas
intermoleculares como interacciones electrostdticas entre grupos cargados o iones y
fuerzas de Van der Waals; o quimica o quimisorcidn, cuando existen enlaces covalentes
entre el adsorbato y el adsorbente. La energia de adsorcién en la fisisorcién suele ser
inferior a la que se aplica en un enlace quimico, por lo que son procesos reversibles con baja
entalpia de adsorcion.

Para la adsorcién de moléculas de fdrmaco en un nanogel, el mecanismo mas comunmente
empleado es la fisisorciéon. Esto debido al uso de mondémeros con grupos cargados que la
facilitan. En caso de nanogeles sin carga, se puede funcionalizar su superficie, al incorporar
elementos ionizables que la permitan.®® °7

Por otro lado, la absorcidn es la penetracién de un soluto dentro de un material. En el caso
de los nanogeles, la absorcidn de principios activos es posible debido a su capacidad de
hinchamiento. Los nanogeles hinchados presentan canales debido a los entrecruzamientos
entre las cadenas poliméricas que los conforman. De este modo, el agua con farmacos u
otras sustancias disueltas puede ingresar dentro de la matriz del nanogel a través de
difusion.®?

En los sistemas suaves como los nanogeles, los mecanismos de adsorcién y absorcién
suceden simultdneamente. De manera que para la inclusién de farmaco en estos sistemas
se deben considerar ambos fendmenos. Desafortunadamente, en la practica resulta
complicado separarlos, por lo que no se puede conocer la contribucién de cada uno en la
carga del sistema, siendo la adsorcidn el mecanismo que mejor se puede caracterizar.®® °’

Para estudiar a la adsorcién se pueden construir isotermas de adsorcién que permitan
conocer las condiciones ideales para el proceso.”® Sin embargo dadas las caracteristicas del
nanogel, estos pasan a ser isotermas de inclusidn, de modo que se consideran los procesos
de adsorcion y absorciéon en la carga del sistema. Por otro lado, para el estudio de la
inclusion, resulta muy practico la determinacién del potencial zeta de los materiales con y
sin recubrimiento, asi como con y sin principio activo.
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2.8.1 Isotermas de inclusidn para nanogeles

La adsorciéon y absorcion de un soluto en un sistema va
acompafada del proceso inverso, que se conoce como
desorcion.®® El equilibrio entre estos fenémenos
— depende de algunos factores como; la temperatura, el
area especifica de adsorcién, el volumen de absorcién,
asi como de la naturaleza de los adsorbatos (y/o
absorbatos) y adsorbentes (y/o absorbentes).%0

a)

Cantidad adsorbida
-

Concentracion Una isoterma de inclusiéon describe el equilibrio de
al equilibrio . L, Ly . .
inclusion y desorcidn de una sustancia en una superficie
y volumen a temperatura constante.®?

=

' A lo largo del tiempo, se han propuesto numerosos
) modelos matemadticos y teorias que permiten el analisis
,-"I y la descripcion de la adsorcién; que en este caso seran

- utilizados para intentar describir la inclusién. El

— conocimiento del equilibrio de adsorcién para un
{ determinado sistema posibilita la seleccién de

Concentracion e ;
al equilibrio condiciones ideales para el proceso.

Cantidad adsorbida

Existen 6 tipos de isotermas de adsorcion;°° como los
gue se muestran en la Figura 21; sin embargo, el
entrecruzamiento entre las cadenas poliméricas de los
nanogeles hace que sean sistemas porosos, de manera
que los modelos de adsorcién aplicables son los tipos | (21a) y Il (21b) . En cuanto a los tipos
I, IV, V y VI; son sélo utilizados en materiales no porosos.%!

Figura 21. Cantidad adsorbida
contra concentracioén al equilibrio
en isotermas: a) Tipo I; y b) Tipo Il

En la Tabla 4, se muestran los modelos matematicos de las teorias que junto con los tipos
de isotermas describen la adsorcién de adsorbatos en adsorbentes.® 100 101

La isoterma de tipo | describe la adsorcidn en superficies uniformes que son cubiertas por
el adsorbato hasta la formacidon de una monocapa. Por lo general, los procesos de
guimisorcidn se acoplan a esta isoterma. Esta isoterma se ajusta a la teoria descrita por
Langmuir. La ecuacidon de Langmuir (T4a) representa adecuadamente ciertos casos de
guimisorcion y ha sido de especial relevancia para el desarrollo de posteriores modelos de
fisisorcion. Este modelo asume que la superficie del adsorbente contiene un nimero finito
de sitios activos homogéneos y energéticamente equivalentes, en donde Unicamente puede
adsorberse una molécula de soluto, descartando todo tipo de interacciones laterales, es
decir, no se pueden depositar moléculas unas sobre otras y tampoco existe relacidon entre
las moléculas adsorbidas vecinas. La localizacién del proceso conlleva a que la energia de
adsorcién sea constante y a que el equilibrio se alcance en un punto de saturacién. La
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linealizacién de la ecuacion de Langmuir permite conocer a la constante de equilibrio de
Langmuir (K., misma que muestra el grado de afinidad entre el adsorbente y el
adsorbato.%% 100, 101

Tabla 4. Ecuaciones matematicas de modelos de isotermas de adsorcion

Modelo Ecuacion Parametros

q. = Cantidad adsorbida por peso
unitario de adsorbente (mg/g)

a) Langmuir g = K. C, K, = Constante de equilibrio de Langmuir
1+ K,C, (mg/g)
C, = Concentracion de soluto al equilibrio
(mg/L)
qs = Capacidad de adsorcién al equilibrio
qsCperCe . (mgl/g) .,
b) BET Ge = C Cs = Capacidad tedrica de saturacién
(Ce=Co) [1+ (Coer — D ()] (me/g)
$ Cger = Concentracion del adsorbato en la
monocapa de saturacién (L/mg)

m = Constante de isoterma de Freundlich
Kf = Constante de Freundlich

<)
d) (KsCe)Y K, = Constante de Sips (L/mg)™
e)

. 1
Freundlich ge = KpC,m

Sips e =711 (KC,)Y y = Exponente de Sips

Jovanovic-

Freundlich ge = q;(1 — e~ UCe) q; = Constante de Jovanovic

Las isotermas de tipo Il representan adsorciones con adsorbentes no porosos o
macroporosos. En este caso, el adsorbato cubre al adsorbente hasta la formacion de una
monocapa, pero el proceso continda posibilitando las multicapas. Las adsorciones fisicas
con interacciones poco especificas se acoplan a este tipo de isoterma. La ecuacién BET
(siglas en honor a sus desarrolladores: Brunauer, Emmett y Teller) (T4b) es una extension
de la teoria de Langmuir que se ajusta para las isotermas de tipo Il. Esta teoria considera
gue las moléculas adsorbidas en la primera capa actian como sitios de adsorcidn para las
moléculas de las capas posteriores.®® 2% 101

Por otro lado, existen una serie de ecuaciones empiricas para el ajuste de datos de
adsorcién. La mas empleada sigue el modelo de Freundlich (T4c), que describe adsorciones
en superficies heterogéneas, las cuales contienen diferentes sitios de adsorcién para las
moléculas. Freundlich considera comportamientos no lineales entre la cantidad adsorbida
y la no adsorbida. Una limitacidon en este modelo es que no establece un valor limite de la
cantidad adsorbida, ademas que no reproduce correctamente los datos para bajas
temperaturas.
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Para aumentar el grado de ajuste de los datos experimentales y considerar superficies
heterogéneas, que presentan un valor limite de la cantidad adsorbida, se propusieron dos
modelos hibridos; la isoterma de Sips o modelo de Freundlich generalizado y el modelo de
Jovanovic-Freundlich. La isoterma de Sips (T4d) propone una ecuacion similar en forma al
modelo de Freundlich, pero siguiendo los fundamentos tal como los plantea Langmuir.'®
En el caso del modelo de Jovanovic-Freundlich (T4e) también se sigue lo estipulado por
Langmuir, pero ademas se considera un posible contacto mecdanico entre las moléculas del
adsorbente y del adsorbato.0!

2.8.2 Potencial zeta en nanogeles recubiertos

La repulsidén entre las particulas de nanogel, debido a las atracciones electrostaticas
impartidas por sus grupos cargados o por las sustancias adsorbidas en él, influye en su
estabilidad. Resulta importante caracterizar la estabilidad de los sistemas, dado que cuando
la carga de los nanogeles es elevada, se favorece su dispersion en el medio, pero conforme
ésta se reduce, las particulas de nanogel se aglomeran pudiendo llegar a sedimentar. Esto
de acuerdo con la teoria DLVO (siglas en honor a sus desarrolladores: Derjaguin, Landau,
Verwy y Overbeeck).10?

El modelo de la doble capa permite estudiar el
ambiente idnico de los coloides, como se :“—"'Dg’fg'f;ﬁig’a
observa en la Figura 22. Esta teoria se basa en la
formacién de capas, debido a las atracciones
idnicas entre las particulas coloidales y los iones
del medio, partiendo del hecho que los coloides
poseen cierta carga de acuerdo con la
naturaleza de los materiales que los componen. Capa de

Particula coloidal con
caga superficial negativa

. Capa difusa

Por una parte, el efecto contra-ion provoca que 00 R
los iones de carga opuesta presentes en el Potencial superficial

. . . L. . H—:—Pntemciasmm
medio se atraigan hacia la superficie del coloide, MV LN petencial s

Y . 1
formando una capa rigida denominada capa de i i
1

Stern. Los iones de carga opuesta restantes que 0 Distancia desde la
no forman parte de la capa de Stern, se superficie de la particula
mantienen cercanos a la particula coloidal, Figura 22. Teoria de la dobla capa en un
formando la llamada capa difusa. Ademas de coloide con carga negativa.

estos iones de carga opuesta, la capa difusa

también se compone de iones con carga igual a la del coloide, que se conocen como co-
iones. Mientras que la concentracién de los contra-iones disminuye cuando se alejan de la
particula coloidal, la concentracidon de los co-iones se incrementa. De esta manera, la
densidad de carga es alta, en zonas cercanas al coloide, pero tiende a cero, conforme las
concentraciones de ambos tipos de iones se asemejan.4® 102

32



Capitulo 2. Antecedentes

El potencial zeta es el potencial
electrostatico en la zona entre la capa de
Stern y la capa difusa.®? Su importancia

Detector

Ec'ff"?j-"“' disper oda radica en que permite controlar el

‘\‘ ll comportamiento de un coloide al indicar

‘ {*17' los cambios en el potencial de su

< Intensidad| A A A NN superficie y las fuerzas de repulsion

aispersada || |/ /| A existentes. La medicién del potencial

— 1U'ier:lpob \ zeta se obtiene con DLS, mediante el uso

Luz incrdente de electroforesis laser de Doppler y
b) aplicando la velocimetria de laser
2621 (K,) Doppler (LDV; por sus siglas en inglés por

Laser Doppler Velocimetry), cuyo

E
3n mecanismo se muestra en la Figura 23.
= Movili At = Potencial Zet . . .
Ue= Movilidad electroforetica £ rotencal ceta Estas técnicas miden la rapidez de
e= Constante dieléctrica n= Viscosidad

movimiento de una particula en
dispersidon cuando se aplica un campo
Figura 23. a) Funcionamiento de DLS y LDV para eléctrico usando electrodos que se
determinar el potencial zeta; y b) Ecuacién de Henry acoplan a una celda en la que se coloca la
muestra. El movimiento en las particulas
ocasiona una fluctuacién en la sefial de un rayo ldser que se hace pasar a través de la
muestra. Posteriormente, un procesador extrae las frecuencias caracteristicas de la luz
dispersada y la compara con otras ya conocidas para la obtencion de la movilidad
electroforética (Ue) (23a). Finalmente, a través de la ecuacién de Henry (23b), se
correlacionan la Ue con la viscosidad (n) y la constante dieléctrica del medio (g) para asi
obtener el potencial zeta (z).%®

f(Ka)= Funcién de Henry

2.9 Liberacion de farmaco de nanogeles

El desarrollo de nuevos sistemas farmacéuticos requiere del estudio de la liberacién y la
disolucion de los principios activos que contienen. El entendimiento de estos procesos
permite optimizar su disefo, pues busca predecir su comportamiento in vivo, a través de
experimentos in vitro. Este analisis posibilita conocer el mecanismo por el cual se lleva a
cabo la liberacion del farmaco del acarreador. Para ello se efectuan cinéticas de liberacion
gue indican la cantidad de fdrmaco que sale del sistema con respecto al tiempo, de acuerdo
con el ajuste a modelos matematicos, que estdn basados en las caracteristicas fisicas del
sistema. Las ecuaciones matematicas y graficos que contemplan estos modelos se muestran
en la Tabla 5.103 104,105

La seleccidn del modelo que describe el comportamiento del sistema farmacéutico requiere
de criterios estadisticos, que aceptan aquél en el que; el coeficiente de correlacion (R?) sea
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mas cercano a 1; el valor en el criterio de seleccién de modelo (MSC) sea mayor; el valor de
la suma de cuadrados (SSR) sea menor; asi como el de menor criterio de Akaike (AlC).10®

Tabla 5. Ecuaciones matematicas y pardmetros de los modelos de liberacion de farmaco

Modelo

Ecuacion

Parametros

a) Orden cero

WO_Wt:kt

ft = kot

W, = Cantidad de farmaco inicial en el sistema
W, = Cantidad de fdrmaco en el sistema a tiempo
t
k = Constante de proporcionalidad
ft = Fraccion de farmaco disuelto en tiempo t
ky = Constante de orden cero

b) Primer orden

aw

E = ks(Cs - C)

aw . . ., .
prai Cambio en la tasa de disolucién a tiempo t

ks = Constate de primer orden
Cs = Cantidad de farmaco inicial en el sistema
C = Cantidad de fdrmaco en el sistema a tiempo t

c) Higuchi

M,
L=kt
M, e

M, = Cantidad de fdrmaco disuelta en el tiempo t
M, = Cantidad total de farmaco disuelto

M, . , .
M—t = Fraccion de farmaco disuelto
[ee]

ky = Constante de disolucién de Higuchi

Ritger - Korsmeyer -

d) Peppas

— =at™

M, = Cantidad de fdrmaco disuelta en el tiempo t
M, = Cantidad total de farmaco disuelto

M ., , .
M—t = Fraccion de farmaco liberado
o0

a = Contante geométrica
n = Exponente de liberacién

e) Peppas- Sahlin

My _ n n
= kt" + kyt

|

M, = Cantidad de fdrmaco disuelta en el tiempo t
M, = Cantidad total de farmaco disuelto

M L, . .
M—t = Fraccién de farmaco liberado
o0
k, = Coeficiente de difusién
k, = Coeficiente de relajacién
m = Exponente de liberacidn

La disolucién de farmacos contenidos en formas farmacéuticas que no se desintegran y se
liberan lentamente de él, puede ser predicho por el modelo cinético de orden cero (T5a).
De este modo, se asume que la superficie del sistema permanece constante y que la
liberacion del farmaco se da Unicamente en funcion del tiempo, independientemente de su
concentracion. Este modelo es comun para sistemas transdérmicos de tipo reservorio,
matrices con farmacos de baja solubilidad, asi como formas farmacéuticas recubiertas y
sistemas osmaticos.103 104,105

Las liberaciones de farmaco que se acoplan al modelo cinético de primer orden (T5b)
implican una liberacién que depende de la concentracidn del principio activo y del area
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superficial de liberacidon, de acuerdo con lo estipulado por Noyes y Whitney; y que
posteriormente fue modificado por Hixson y Crowell. Esta teoria suele ser aplicable para
sistemas matriciales porosos con farmacos solubles en agua.!03 104,105

Para describir la cinética de liberacion de farmacos contenidos en matrices sélidas o
semisolidas se aplica el modelo de Higuchi (T5c), el cual se basa en la ley de Fick y muestra
una dependencia proporcional de la liberacidn con la raiz cuadrada del tiempo. Este modelo
contempla que la concentracidn de principio activo inicial es mayor a su solubilidad; que su
difusidén sucede en una sola direccién de manera constante; y que el hinchamiento de la
matriz y su disolucién son despreciables. Higuchi es aplicable para matrices con fdrmacos
solubles en agua.103 104,105

El modelo de Ritger y Peppas; y Korsmeyer y Peppas (T5d); conocido como ley de poder,
establece una ecuacién semi-empirica para describir la liberacidon de farmaco de sistemas
poliméricos, particularmente hidrogeles; a través de una relacidén exponencial entre la
liberacion y el tiempo, tomando en cuenta la influencia de las caracteristicas geométricas
del sistema.

La ventaja de la ley de poder es que permite modelar la liberacion sin necesidad de conocer
el mecanismo que la posibilita. Posteriormente, de acuerdo con el valor obtenido en el
exponente n, se asigna el tipo de liberacidn, pudiendo ser: de tipo difusional o Fickiana,
contemplada en el caso 1 (n=0.5) (T6a); no difusional o no Fickiana, segun el caso Il (n=1)
(T6b); o un transporte andmalo gobernado por difusién e hinchamiento, de acuerdo con el
caso 3 (0.5<n<1) (T6c). En la Tabla 6 se aprecia la geometria del sistema esperada, su
mecanismo de liberacién y el valor de n.103, 104,105

Tabla 6. Mecanismo de liberacidn y geometria del sistema de acuerdo con n para el modelo Ritger-Korsmeyer-Peppas

Mecanismo de liberacion Geometria Valor de n (o m)
a) Planar 0.50
Difusion Fickiana Cilindro 0.45
Esfera 0.43
b) Planar 1.0
Difusion no Fickiana Cilindro 0.89
Esfera 0.85
c) Planar 0.50<n1.0
Transporte anomalo Cilindro 0.45<n>0.89
Esfera 0.43<n>0.85

El modelo de Peppas y Sahlin (T6e) considera que la liberacién en sistemas poliméricos esta
mediada por el hinchamiento del material debido a su interaccion con el medio, asi como a
la relajacién de las cadenas que lo conforman, lo que favorece la movilidad del principio
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activo. La ecuacidon matematica del modelo considera un coeficiente m que relaciona el
mecanismo de liberacion de acuerdo con su geometria y los valores coinciden con los
establecidos por el modelo Ritger-Korsmeyer-Peppas.103 104,105

2.10 Nanogeles en el tratamiento de la artritis reumatoide

A lo largo del tiempo, el uso de nanoacarreadores farmacéuticos ha sido ampliamente
investigado para mejorar el tratamiento de diversas enfermedades. En este sentido, ha
destacado el disefio de sistemas para el cancer, debido a la alta morbilidad y mortalidad
gue se le asocia. A pesar de esto, en los ultimos anos, se ha incrementado el interés en el
desarrollo de vehiculos para el tratamiento de la artritis reumatoide. Esto porque la artritis
reumatoide comparte ciertas similitudes patolégicas con el cdncer. En primera instancia, la
generacion de estructuras granulomatosas en los vasos sanguineos, que propician a la
formacidn del pannus en la artritis reumatoide, es analogo a los tumores cancerigenos. Por
otro lado, las condiciones ambientales presentadas en las articulaciones inflamadas, que
implican un aumento en la temperatura y una disminucion en el pH en las zonas afectadas,
coinciden con las condiciones cancerosas. Finalmente, la sobreexpresion de algunos
receptores bioldgicos en comun; como el receptor folato, el CD44, la integrina avps, la E-
Selectinay el ICAM-1, son activados durante el desarrollo de ambas enfermedades. De este
modo, una gran cantidad de acarreadores que funcionan para cancer, podrian utilizarse en
la artritis reumatoide.

En la actualidad existen numerosas investigaciones que emplean liposomas, nanoparticulas
metadlicas (de Fe y de Au) y dendrimeros, como acarreadores de farmacos para artritis
reumatoide, sin embargo, ninguna de estas propuestas ha llegado a ser comercializada,
porque se utilizan materiales no biocompatibles y no biodegradables, ademds que su
generacion implica procesos de fabricacidon no escalables para la industria. El uso de
nanogeles elimina estos inconvenientes ya que su generacion requiere de polimeros
biocompatibles y su sintesis contempla métodos sencillos y baratos.0?, 108

La investigacion que se ha enfocado al desarrollo de nanogeles para el tratamiento de la
artritis reumatoide ha generado una gran cantidad de sistemas. La gran mayoria busca el
disefio de sistemas activados por un estimulo de pH, por lo que destaca el uso del quitosan
y del HA.X% En cuanto a los sistemas termosensibles, hay varios articulos que reportan el
uso de NIPAM en combinacidn con otros mondmeros para obtener nanogeles con
temperaturas de transicion adecuada, pero no buscan tratar la artritis reumatoide, sino
otras enfermedades.!'? La copolimerizacién de la NIPAM con mondmeros de imidazol ha
sido particularmente investigada, dado que este compuesto aromatico nitrogenado es
capaz de coordinarse con el Cu*, lo que ha sido de gran interés en catdlisis. Es por ello, que
mucha de la bibliografia existente refiere a la obtencién de hidrogeles y nanogeles con esta
combinacién de mondmeros.!!! A pesar de esto, son pocas las referencias que investigan el
efecto de monédmeros con imidazol en la LCST de polimeros basados en NIPAM y son audn
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mas pocos los que los utilizan para aplicaciones farmacéuticas y menos aun para la artritis
reumatoide.

2.10.1 Nanogeles vectorizados para el tratamiento de la artritis
reumatoide

La vectorizacidn activa es la estrategia de mayor uso para el direccionamiento especifico de
nanogeles a los sitios inflamados por la artritis reumatoide.

El desarrollo de la artritis reumatoide implica la activacidon de procesos angiogénicos que
dan como resultado la formacion del pannus.*>° Los fibroblastos y macréfagos sinoviales son
las células primarias que componen a este tejido, expresando selectivamente receptores
superficiales como el folato-B (FRB), el CD44 y la integrina avB3. Por otro lado, las células
angiogénicas del tejido vascular activan moléculas de adhesion como la E-selectina y el
ICAM-1,160

El receptor FRB ha resultado atractivo en la investigacion, debido su afinidad con el acido
félico, sin embargo, presenta multiples isoformas que son igualmente expresadas en otros
drganos como la placenta y el rifidn, lo que disminuye la direccionalidad del sistema.! La
integrina avPB3 solamente se expresa en las células endoteliales inflamadas, pero presenta
una baja selectividad porque se une a la secuencia de tripéptidos Arg-Gli-Asp, que estd
presente en varias proteinas fisiolégicas como los fibrindgenos, fibronectinas,
osteopontinas, trombospondinas y vitronectinas.'®? La E-Selectina y el ICAM-1 son
Unicamente expresadas en los vasos sanguineos que conforman al pannus, pero no existen
moléculas afines, de modo que para direccionar un sistema farmacéutico seria necesaria la
inclusion de anticuerpos, los cual puede elevar significativamente el costo del
tratamiento.'®® El receptor CD44 es el mas indicado para direccionar nanogeles, dado que
su sobre-expresion estd involucrada Unicamente en la activacién de linfocitos antigénicos,
asi como en las células tumorales. Ademas, que es muy afin a moléculas de HA de alto peso
molecular.14

El HA puede ser entrecruzado con otros mondémeros, por lo que es el ligando méas empleado
en el desarrollo de nanogeles. Algunas investigaciones buscan unir el HA con algunos
farmacos, como el MTX.*'2 Esto porque el HA es tan grande que puede fungir como el
vehiculo que contiene y direcciona al fdrmaco. Por otro lado, el HA podria fungir como un
recubrimiento, sin embargo el uso de HA como cubierta de nanogeles, Unicamente se ha
encontrado para aplicaciones microbioldgicas, pero no para la construccidon de sistemas
farmacéuticos.

2.10 Nanogeles con MTX para el tratamiento de la artritis reumatoide

El farmaco de primera eleccién para el tratamiento de artritis reumatoide es el MTX; un
derivado de la aminopterina, que originalmente surgiéo como antineopldsico, pero que por
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mas de 50 afios ha sido utilizado para este fin.}’! E| MTX tiene actividad antiinflamatoria,
porque inhibe a la tetrahidrofolato reductasa, una enzima involucrada en la sintesis de
purinas y piridinas, lo que provoca un aumento en la adenosina que disminuye la
acumulacién de leucocitos, neutroéfilos, macréfagos, células Ty otras células inflamatorias,
cuya proliferacion propicia el desarrollo de esta enfermedad.?”?

El uso del MTX como terapia para la artritis reumatoide ha sido controversial, porque a
pesar de su alta tendencia en el desencadenamiento de efectos adversos, ha demostrado
ser benéfico para la mayoria de los pacientes, trayendo respuestas positivas entre el 60 y
70% de los casos.'’® Desafortunadamente, los efectos adversos que desencadena,
complican los tratamientos y pueden poner en riesgo a los pacientes. Las terapias a largo
plazo se asocian con el desarrollo de dafios serios al higado; generando fibrosis hepatica y
cirrosis, ademas de alteraciones en el sistema digestivo y en los rifiones.'’# Estos problemas
elevan la necesidad de poseer vehiculos que lleven este tipo de farmacos exclusivamente a
los sitios enfermos.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas del MTX sddico

Na*

NH,
N 0
HoN— SN 0
Férmula molecular N= % HN -
/ 0 0
0
Ma

+

Formula estructural Ca0H20NgNaz0s

Peso molecular 498.41 g/mol

Color De amarillo a naranja-marrén

(0][e]3 Sin olor

Cristalinidad Polvo cristalino

Punto de fusion 823°C

pKa 3.25

Solubilidad en agua 2600 mg/L

Insoluble en alcohol, cloroformo, éter; ligeramente soluble en HCI
diluido; soluble en disoluciones diluidas de hidréxidos y carbonatos.

Solubilidad

Log P -1.85

En la Tabla 7, se muestran las caracteristicas fisicoquimicas del MTX sddico, la forma mas
utilizada de este principio activo en tecnologia farmacéutica, pues presenta una mejor
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solubilidad en agua. De esta informacion se observa que este fdrmaco pertenece a la clase
3 del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS, por sus siglas en inglés por;
Biopharmaceutics Classification System).

El encapsulamiento de fdrmacos en un nanogel puede llevarse a cabo de varias maneras.
Una posibilidad, es la formacion de nanogel en una disolucién del principio activo, de modo
que, al polimerizar, éste quede incluido dentro de la estructura. Una desventaja de este
procedimiento, es la posible pérdida de altas cantidades de principio activo durante su
caracterizacion o funcionalizacidn. Otra via, es mediante el uso de fragmentos que puedan
enlazarse al fdrmaco. En este caso, el riesgo es poseer reacciones de bajo rendimiento que
disminuyan la cantidad de farmaco encapsulado. Por esta razén la adsorcién de varias
moléculas de farmaco sobre la gran area superficial de un sistema nanométrico, resulta lo
mas viable.}”> En este sentido, las caracteristicas fisicoquimicas del MTX sddico permiten
su adsorcion en estructuras hidrofilicas, como el nanogel. En este sentido, la literatura
indica que este principio activo, es capaz de formar hasta 18 puentes de hidrégeno;
fungiendo como aceptor en 13 posiciones, asi como donador en 5 de ellas.'”’

El desarrollo de nanogeles sensibles al pH y la temperatura no es un tema nuevo, sin
embargo, dado que su uso no ha sido conceptualizado para el tratamiento de la artritis
reumatoide resulta novedosa la generacidon de un sistema farmacéutico simple que sea
capaz de mejorar la biodistribucién del MTX, de manera que se eficienticen los tratamientos
y se reduzcan los efectos adversos, a fin de mejorar la calidad de vida de los pacientes.
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Capitulo 3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Elaborar nanogeles vectorizados y sensibles a estimulos de pH y temperatura para la
liberacion especifica de metotrexato en medios que simulen las condiciones de los tejidos
artriticos.

3.2 Objetivos particulares

Desarrollar nanogeles con diferentes proporciones de N-isopropilacrilamida, 1-vinilimidazol
y N,N’-metilenbisacrilamida, seleccionando las mejores condiciones de sintesis que
favorezcan las reacciones de polimerizacién radicalaria que los forman.

Caracterizar la composicion de los nanogeles mediante espectroscopia de infrarrojo y
resonancia magnética nuclear; asi como estudiar su estructura y morfologia con técnicas de
microscopia.

Calcular el peso molecular aparente de los nanogeles, usando técnicas de dispersién
dinamica y estatica de la luz.

Caracterizar la sensibilidad a temperatura de los nanogeles, a través de turbidimetria con
espectrofotometria UV-VIS.

Caracterizar la sensibilidad a pH de los nanogeles, usando turbidimetria con
espectrofotometria UV-VIS y potenciometria.

Estudiar el tamaiio, distribucién de tamafio y potencial zeta de los nanogeles; en funcion al
pH vy a la temperatura, usando técnicas de dispersién dindmica de la luz.

Estudiar las propiedades reolégicas de los nanogeles a diferentes temperaturas; a través de
la viscosidad, el médulo de almacenamiento y el médulo de pérdida.

Recubrir los nanogeles con acido hialurdnico para obtener un sistema vectorizado.

Cuantificar la cantidad de acido hialurénico adsorbida, mediante mediciones de densidad y
peso molecular aparente.

Caracterizar los sistemas de nanogel recubiertos con resonancia magnética nuclear,
técnicas de microscopia, dispersidon dinamica de la luz y potencial zeta.

Utilizar metotrexato como farmaco modelo e incluirlo en los nanogeles recubiertos.

Realizar isotermas de inclusion en los nanogeles recubiertos e interpretar el mecanismo con
el que esto sucede.

Realizar estudios de liberacién in vitro del metotrexato en los sistemas generados a
diferentes condiciones e interpretar el mecanismo con el que se lleva a cabo.
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Capitulo 4. Hipotesis

Si se polimerizan las cantidades adecuadas de un monémero hidrofilico ionizable con un
mondmero termosensible y un entrecruzador; se podran obtener particulas de nanogel
sensibles al pH y a la temperatura, capaces controlar la liberacion de metotrexato en tejidos
artriticos inflamados.
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5.1 Materiales

La N-isopropilacrilamida (pureza > 99%), el 1-vinilimidazol, la N, N'-metilenbisacrilamida
(pureza = 99%), el persulfato de amonio, la N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (pureza 2
99%) vy el acido hialurénico sédico de Streptococcus equi, fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich; el fosfato de potasio monobadsico trihidratado, el fosfato de potasio dibasico
monohidratado, el acido citrico y el citrato de sodio son de J.T Baker; el hidréxido de sodio
(pureza = 95%) y el acido clorhidrico (pureza = 95%) son de Distribuidora Quimica ALVI; el
metotrexato sédico USP fue donado por Laboratorios Pisa y el agua desionizada fue
obtenida de un equipo Nanopure Diamond Barnstead.

5.2 Sintesis de nanogeles

Se elaboraron nanogeles de N-isopropilacrilamida (NIPAM) y 1-vinilimidazol (1VI) a través
del método de polimerizacién por radicales libres. Se usé persulfato de amonio (APS) como
activador y N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED) como catalizador, ademads de N, N'-
metilenbisacrilamida (MBA) como agente entrecruzador.

Para la sintesis de los nanogeles, se pesaron diversas cantidades de NIPAM, 1Vl y MBA, tal
como se aprecia en la Tabla 8.

Tabla 8. Formulaciones de nanogeles sintetizados

Formulacién

NIPAM 1vi MBA
NV5 2E 154 7.7 3.1
NV5 5E 154 7.7 7.7
NV5 10E 154 7.7 15.4
NV7.5 2E 154 11.6 3.1
NV7.5 5E 154 11.6 7.7
NV7.5 10E 154 11.6 15.4
NV10 2E 154 15.4 3.1
NV10 5E 154 15.4 7.7
NV15 2E 154 23.1 3.1
NV15 5E 154 23.1 7.7

Estas sustancias se disolvieron en 20 mL de agua desionizada y se fijé el pH a 6.8 con unas
gotas de una disolucidon de HCI 0.01 M. Posteriormente, el sistema se purgd con N; durante
1 min para desplazar el O, del medio. Después, se inyectaron 500 plL de una disolucién de
0.357 mM de APS y 500 pL de una disolucién de 0.0089 mM de TEMED. Se sometié el
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sistema a una agitacion de 350 rpm durante 5 min. Finalmente, se dejé polimerizar a 30°C,
con una agitacién de 200 rpm, durante 18 horas.

La purificacién de los nanogeles se hizo utilizando membranas de didlisis de 12 a 14 KDa, las
cuales se sumergieron en agua destilada, manteniendo una agitacién de 300 rpm durante
48 horas y cambiando el medio cada 12 horas.

5.2.1 Liofilizacion de nanogeles

Algunas determinaciones requirieron del uso de muestra liofilizada. Para liofilizar las
muestras en cuestion, éstas fueron previamente congeladas a 0°C durante 3 horas.
Posteriormente, se liofilizaron, usando una temperatura de -45°C y una presién de vacio de
0.024 mbar, durante 48 horas. Finalmente se usé una temperatura de 25°C durante 3 horas.

5.3 Caracterizacion de nanogeles

5.3.1 Determinacion de la LCST del nanogel mediante turbidimetria

Se determind el valor de la LCST del sistema midiendo la transmitancia de éste, a través de
un espectrofotdmetro Ocean Optics con una fuente DT-Mini-2-GS adaptado a un
controlador de temperatura Quantum North West TC125, a través de una celda de cuarzo.
Para ello, se emplearon 1 mL de la disolucion concentrada de nanogel y se diluyé con 2 mL
de disoluciéon amortiguadora.

Las condiciones empleadas en estas determinaciones fueron: pH 7 y 5; asi como
temperaturas de 25 a 50°C, pasando de grado en grado. Para las mediciones de pH 7, se
prepard una disolucién amortiguadora de fosfatos (KH2PO4/K2HPO4) 0.1 M, mientras que
para el pH de 5, se utilizé una disolucion amortiguadora de citratos (CsHsO7/ Na3CeHsO7) 0.1
M.

Para la medicion de temperaturas se esperd un tiempo de estabilizacion de 1 min después
de alcanzar la temperatura en cuestién. Para todas las determinaciones se tomd en cuenta
una longitud de onda de 500 nm.

5.3.2 Obtencion del tamaio de particula del nanogel a través de DLS

Se midié el tamafio de particula de los nanogeles utilizando DLS, mediante un equipo
Zetasizer Nano S. Para esto, se prepararon diluciones de los nanogeles, tomando 25 L del
concentrado y diluyéndolo con 3.9 mL de disolucidn amortiguadora. Posteriormente, las
muestras se sonicaron durante 1 min con un equipo Ultrasonik Ney.

Se utilizaron las mismas soluciones amortiguadoras descritas en el punto anterior para
realizar mediciones a pH 5 y 7. Se hicieron determinaciones a 25, 30, 35, 40, 45 y 50 °C,
utilizando una celda de vidrio. Se esperd 1 min como tiempo de estabilizacion al alcanzar la
temperatura correspondiente.
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5.3.3 Estudio de la estructura quimica del nanogel mediante espectroscopia
FTIR

Para el estudio de la estructura quimica del nanogel, se realizé un analisis de IR, utilizando
un espectrofotémetro de FTIR/FIR Spectrum 400 de Perkin-Elmer de 4000 a 500 cm™. Para
ello se usaron 1 mg de nanogel liofilizado, asi como de cada una de las materias primas.

5.3.4 Estudio de la estructura quimica del nanogel mediante espectroscopia
NMR

Para el estudio de la estructura quimica del nanogel, se realizé un analisis de NMR,
utilizando un equipo Bruker Avance Il HD de 500 MHz. Para ello se usaron 50 mg de nanogel
liofilizado y de cada una de las materias primas; y se disolvieron en 1 mL de D,0.

5.3.5 Obtencion del peso molecular aparente del nanogel mediante DLS y SLS

Se determiné el peso molecular aparente de las particulas de nanogel fabricadas a partir de
DLS y SLS, usando un equipo Zetasizer Nano S. Para ello, se construyd una curva de Debye,
mediante la preparacién de disoluciones de nanogel liofilizado con agua desionizada de
concentraciones 0.1, 0.125, 0.15, 0.175, 0.2, 0.25, 0.30 y 0.35 mg/mL. Se utilizd agua
desionizada como disolvente de referencia que, ademas, fue filtrada con filtros Millipore
con tamafo de poro de 0.45 pum.

5.3.6 Estudio de la morfologia y el tamaiio de particula del nanogel a través
de SEM

Se obtuvieron micrografias mediante SEM. Para la preparacidn de las muestras, se utilizaron
25 plL de nanogel diluido en 3.9 mL de disolucidn amortiguadora. Posteriormente, estas
muestras se colocaron sobre cintas de carbono y se congelaron utilizando N3 liquido. La
descongelacién del sistema se llevd a cabo a temperatura ambiente y a una presién de vacio
de 98 mmHg, durante 12 horas. Para el estudio, la muestra seca se recubrié con oro y se
utilizé un equipo tipo Jeol 7600.

5.3.7 Obtencion del pK. del nanogel a través de titulaciones
potenciométricas

Se pesaron 50 mg de nanogel liofilizado y se disolvieron con 30 mL de agua desionizada. El
pH de la disolucién resultante se fijo6 a 5, mediante una disolucién de HClI 0.1 M.
Inmediatamente después se procedid a titular la muestra con NaOH 1.5 mM, previamente
estandarizada con CgHsKOa.

Para otra determinacion, se pesaron 50 mg de nanogel liofilizado y se disolvieron en 30 mL
de agua destilada. De igual manera, se fijé el pH de la disolucién a 5. Se dejo la muestra en
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agitacion a 350 rpm durante 3 horas. Posteriormente se realizé la titulacion de la muestra
con NaOH 1.5 mM.

Para ambos casos, los procedimientos se realizaron por triplicado.

5.3.8 Evaluacion de la sensibilidad a pH del nanogel por turbidimetria

Se prepararon muestras de nanogel, diluyendo 1 mL del concentrado en 2 mL de disolucidn
amortiguadora de citratos (C¢HsO7/ Na3CsHsO7) 0.1 MapH5,5.5,5.8,6,6.2 6.5y 7. Para la
determinacion se utilizé un espectrofotémetro Ocean Optics con una fuente DT-Mini-2-GS
adaptado a un controlador de temperatura Quantum North West TC125 y una celda de
cuarzo.

Las mediciones se hicieron a temperaturas de 25 a 50°C, pasando de grado en grado y
esperando un tiempo de estabilizacién de 1 min después de alcanzar la temperatura en
cuestién. Para todas las determinaciones se tomd en cuenta una longitud de onda de 500
nm.

5.3.9 Estudios de reologia en los nanogeles a diferentes temperaturas

Se realizé la caracterizacion reolégica de los sistemas preparados empleando un redmetro
de esfuerzos controlados modelo Discovery HR3 de TA Intruments con una geometria de
cilindros concéntricos.

Se utilizaron 9 mL de nanogel purificado. Se efectio una prueba de cizalla simple en un
intervalo de flujo de 1 a 100 s'* y una prueba de cizalla oscilatoria con frecuencias angulares
de 1 a 100 rad/s. Las pruebas se realizaron por triplicado a 20, 30, 40 y 50°C, utilizando un
pH de 7, fijado con soluciéon amortiguadora de fosfatos (KH2PO4/K2HPO4) 0.1 M.

5.4 Adsorcion de HA en las particulas de nanogel

Para adsorber el HA en las particulas de nanogel. Se prepararon disoluciones de 10 mg de
nanogel liofilizado en 20 mL de agua desionizada. Para ello se elaboré una disolucién acuosa
madre de HA de 0.5 mg/mL. De esta ultima, se tomaron 100, 250, 400, 500, 1000 y 1500 pL
y se afadieron a la disolucién del nanogel. Las disolucidon resultante se agité a 250 rpm
durante 6 horas, controlando la temperatura a 25°C.

Para eliminar el HA no unido, se centrifugd la muestra obtenida a 14,000 rpm durante una
hora, utilizando un equipo Sorvall Primo R. Se separé el botdn y se resuspendié con 10 mL
de agua desionizada. Este procedimiento se efectud 3 veces con cada sobrenadante.

5.4.1 Liofilizacion de nanogeles recubiertos

Algunas determinaciones requirieron del uso de muestra liofilizada. Para liofilizar las
muestras, los botones separados mediante centrifugacién fueron recolectados y juntados.
Posteriormente, la muestra se congeldé a 0°C durante 3 horas. Después, se liofilizaron,
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usando una temperatura de -45°C y una presion de vacio de 0.024 mbar, durante 48 horas.
Finalmente se usd una temperatura de 25°C durante 3 horas.

5.4.2 Obtencidon del tamaiio de particula del nanogel recubierto a través de
DLS

Para verificar la adsorcidn del HA en el nanogel, se midi6 el tamafio de particula con DLS,
mediante un equipo Zetasizer Nano S. Para ello, se prepararon diluciones, tomando 25 plL
de nanogel recubierto y diluyendo con 3.9 mL de agua desionizada. La medicidn se efectud
a 25°C, esperando 1 min para estabilizar la temperatura.

5.4.3 Estudio de la morfologia y el tamafio de particula del nanogel
recubierto a través de SEM

Para verificar el tamafio de particula y estudiar la morfologia del sistema de los nanogeles
recubiertos, se obtuvieron micrografias a través SEM. Para la preparacién de las muestras,
se utilizaron 25 pL de nanogel diluido en 3.9 mL de disolucion amortiguadora.
Posteriormente, estas muestras se colocaron sobre cintas de carbono. Para secar la muestra
se uso una presiéon de vacio de 200 mmHg, durante 12 horas y temperatura ambiente. Para
el estudio, la muestra seca se recubrié con oro y se utilizdé un equipo tipo Jeol 7600.

5.4.4 Determinacion de la cantidad de recubrimiento de HA mediante la
obtencion de densidades

Para conocer la cantidad de HA unida al nanogel se utilizé una balanza de Mohr-Westphal,
la cual es capaz de determinar densidades.

Primeramente, se calibré la balanza y se determinaron los parametros de calibracidon
pertinentes, a través de la medicion de la densidad de 20 mL de agua desionizada a 26°C.

Se construyd una curva de calibracion a partir de una disolucién madre acuosa de HA de 0.5
mg/mL. De esta Ultima se tomaron 12.5, 25, 37.6, 50, 62.5, 75 y 100 pL y se completd un
volumen de 25 mL con agua desionizada. Estas disoluciones se agitaron a 250 rpm durante
30 min. Se determind la densidad de cada una de estas disoluciones para elaborar una curva
de calibracidn.

Por otro lado, de la misma disolucion madre, se tomaron 100 plL y se adicionaron a 20 mL
de agua desionizada, dejandose agitar a 250 rpm durante 6 horas y controlando la
temperatura a 25°C. Se eliminé el HA no unido, centrifugando la muestra a 14,000 rpm
durante una hora, utilizando un equipo Sorvall Primo R. Se separd el botdn y se resuspendid
con 10 mL de agua desionizada. Este procedimiento se efectud 3 veces con el sobrenadante.
Se juntd todo el sobrenadante y se le determiné la densidad. Este proceso se hizo por
triplicado.
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El dato obtenido se interpold dentro de la curva de calibracion para obtener la masa del HA
presente en el sobrenadante. Para calcular la masa del HA unido al nanogel, se resté el valor
arrojado por la medicién del total de HA utilizado inicialmente en el recubrimiento.

5.4.5 Determinacidn de la cantidad de recubrimiento de HA en cada particula
individual de nanogel mediante el peso molecular aparente por DLS y SLS

Para conocer la cantidad de HA adsorbido por cada particula individual de nanogel, se
determind su peso molecular aparente con DLS y SLS, usando un equipo Zetasizer Nano S.
Se realiz6 una curva de Debye, mediante la preparacion de disoluciones de nanogel
recubierto liofilizado con agua desionizada de concentraciones 0.1, 0.125, 0.15, 0.175, 0.2,
0.25, 0.30 y 0.35 mg/mL. Se utiliz6 agua desionizada como disolvente de referencia que
ademas fue filtrada con filtros Millipore con tamafio de poro de 0.45 um.

El dato obtenido se compard con el peso molecular aparente del nanogel sin recubrir, la
diferencia es el peso molecular aparente del recubrimiento del HA adsorbido.

5.4.6 Determinacion de la LCST del nanogel recubierto a diferentes pH
mediante turbidimetria

Para comprobar que el recubrimiento de HA no afecta las propiedades de sensibilidad del
sistema, se determind el valor de la LCST, midiendo su transmitancia a través de un
espectrofotémetro Ocean Optics con una fuente DT-Mini-2-GS adaptado a un controlador
de temperatura Quantum North West TC125 y una celda de cuarzo. Para ello, se emplearon
1 mL de la disolucién del nanogel recubierto y se diluyd con 2 mL de disolucién
amortiguadora.

Las condiciones empleadas en estas determinaciones fueron pH 7 y 5, asi como
temperaturas de 25 a 50°C, pasando de grado en grado. Para las mediciones pH 7 se usé la
disolucion amortiguadora de fosfatos (KH2PO4/K2HPOQ4) 0.1 M, mientras que, para el pH de
5, se utilizé la disoluciéon amortiguadora de citratos (CsHsO7/ NazCeHs07) 0.1 M.

Para la medicion de temperaturas se esperd un tiempo de estabilizacién de 1 min después
de alcanzar la temperatura en cuestion. Ademas, para todas las determinaciones se tomd
en cuenta una longitud de onda de 500 nm.

5.4.7 Determinacidon del tamaifio del nanogel recubierto a diferentes pH
mediante DLS

Para confirmar la transicion de volumen, se determiné el tamafio del nanogel recubierto a
pH 7 y 5, utilizando DLS, a través de un equipo Zetasizer Nano S. Para ello, se prepararon
diluciones de los nanogeles preparados, tomando 25 pL de nanogel y diluyendo con 3.9 mL
de disolucién amortiguadora. Para las mediciones pH 7 se usé la disolucion amortiguadora
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de fosfatos (KH,PO4/K2HPO4) 0.1 M, mientras que, para el pH de 5, se utilizé la disolucion
amortiguadora de citratos (CsHsO7/ Na3CeHs07) 0.1 M.

Se hicieron determinaciones a ambos pH y a las temperaturas de 25, 30, 35, 40, 45 y 50 °C,
utilizando una celda de vidrio. Se esperé 1 min como tiempo de estabilizacion al alcanzar la
temperatura correspondiente.

5.4.8 Obtencion del pK. del nanogel recubierto a través de titulaciones
potenciométricas

Para verificar que el HA adsorbido no cambia el pKs del sistema, se pesaron 50 mg de
nanogel recubierto liofilizado y se disolvieron con 30 mL de agua destiladas. El pH de la
disolucién resultante se fijé a 5, mediante una disolucién de HCI 0.1 M. Inmediatamente
después se procedid a titular la muestra con NaOH 1.5 mM. Este procedimiento se realizo
por triplicado.

Cabe destacar que en este caso no se realizd la titulacién después de las 3 horas de contacto
del medio 4cido con el nanogel, puesto que el objetivo Unicamente fue corroborar el pKa.

5.5 Adsorcion de MTX sadico en particulas de nanogel recubiertas

Para realizar las adsorciones de MTX sdédico en los nanogeles recubiertos se usd una
membrana de didlisis, en donde dentro de ésta se colocd una disolucidon del sistema y del
farmaco, mientras que, fuera de ella sélo se usé una disolucion de MTX sdédico a la misma
concentracion. La idea fue que el sistema alcanzara el equilibrio. Cuando el nanogel
adsorbiera cierta cantidad de principio activo, una cantidad equivalente de farmaco fuera
de la bolsa de didlisis entraria para mantener ambas concentraciones iguales. La Figura 24
esquematiza el sistema montado.

Tubo interior:

ml Nanogel + MTX

2+ ¢4

| |[— Tubo exterior:

e MTX
([

—

> —

[MTX]._=[MTX],,

Figura 24. Sistema de tubos empleado para la adsorcidon de MTX en particulas de nanogel recubierto
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5.5.1 Elaboracion de isotermas de inclusion del MTX sddico en el nanogel
recubierto con HA

Se prepararon disoluciones de MTX sédico de 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.04 y 0.02 mg/ml con agua
desionizada. Se utilizaron tubos de didlisis Float-A-Lyser con un tamafio de poro entre 12 a
14 KDa. Dentro de cada bolsa de didlisis, se colocaron 10 mg de nanogel recubierto
liofilizado, que se dispersé en 5 mL de agua desionizada y 5 mL de la respectiva disolucién
de MTX sddico. En el tubo externo, se utilizaron 15 mL de agua desionizada y 15 mL de
disolucion del farmaco. De esta manera, considerando las diluciones, se estudiaron
concentraciones de MTX sédico de 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.02 y 0.01 g/mL. Se dejé el sistema
en un bafio de agua a 25°C y con una agitacién de 250 rpm, durante 24 horas. Se tomaron
alicuotas de 200 L del tubo externo transcurridos 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5,4,6,8, 10y
24 horas. Las muestras se diluyeron con 2 mL de desionizada y se leyeron usando un
espectrofotémetro Ocean Optics con una fuente DT-Mini-2-GS y comparando con una curva
de calibracién del MTX sédico en agua.

Con los datos obtenidos, se construyd la isoterma de inclusién. Los resultados fueron
ajustados a los modelos tedricos mediante las aplicaciones de ajuste del OriginPro 2016.

5.5.2 Estudio de la estabilidad del sistema farmacéutico a través de la
determinacion del potencial zeta con DLS

Para estudiar, la estabilidad de las particulas del nanogel, el nanogel recubierto y el nanogel
recubierto con MTX sddico adsorbido; se midié su potencial zeta, utilizando DLS. Para
determinarlo, se utilizé el equipo Zetasizer Nano ZS y una celda de vidrio. Se prepararon
diluciones de cada sistema, tomando 25 pL de nanogel y diluyendo con 3.9 mL agua
desionizada. Las mediciones se realizaron por triplicado a 25°C.

5.6 Estudios de liberacion in vitro del MTX sédico

Para determinar la funcionalidad del nanogel desarrollado, se realizaron estudios de
liberacion in vitro a diferentes condiciones. Las determinaciones efectuadas se realizaron
por triplicado a pH 7.4 y 25°C; pH 7.4 y 37°C; asi como pH 5y 37°C; y pH 5y 39.5°C. Para
ajustar las condiciones, se utilizaron disoluciones amortiguadoras de fosfatos
KH2PO4/K2HPO4 0.1 M de pH 7.4; y una de citratos C¢HsO7/ NasCsHsO7 0.1 M de pH 5. El
control de la temperatura se realizd con un recirculador.

Se cred un sistema en el que se utilizaron dos celdas de Franz verticales modificadas que se
unieron, dejando entre ellas una membrana de didlisis con un tamafio de poro de 12 a 14
KDa. Este se esquematiza en la Figura 25. En la celda vertical inferior se colocaron 10 mL de
nanogel disueltos con 5 mL de agua destilada, mientras que la celda superior permanecio
vacia. Para tomar muestra, se aplicd presidén de vacio en la celda superior, de manera que
se hizo pasar la disolucién de un compartimento al otro. Con esto, se esperaba que la
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membrana retuviera al sistema con el MTX adsorbido y que Unicamente dejara pasar al
farmaco libre que se encontraba en disolucién. Se recolectd toda la disolucién obtenida y
se reconstituyd la celda de abajo con otros 5 mL de medio. La toma de muestra se realizd
en los tiempos 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,3.5,4, 6, 8, 10, 24, 30 y 36 horas del experimento. Las
muestras se leyeron usando un espectrofotémetro Ocean Optics con una fuente DT-Mini-
2-GS y comparando con una curva de calibracién del MTX sédico en la disolucién
amortiguadora correspondiente. Para el ajuste de los datos con los modelos tedricos de

liberacion se usé el DDSolver 1.0 para Excel.

Celda superior:
Vacia

/ / Membrana de didlisis

12-14 KDa
Vacio

Celda inferior:
Sistema farmaceutico en
medio correspondiente

Figura 25. Sistema con celdas de Franz modificadas empleado para la liberacién de MTX de sistema.
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Capitulo 6. Resultados y discusion

6.1 Sintesis de nanogeles

El desarrollo de un nanogel sensible a las condiciones de pH y temperatura presentadas en
las articulaciones inflamadas por la artritis reumatoide, requirié de la adecuada selecciéon
del tipo de mondmero y entrecruzador a emplear, asi como de las proporciones entre ellos.

Para escoger los materiales a utilizar en este trabajo, se consideraron mondmeros
biocompatibles y biodegradables o metabolizables que fueran solubles en agua y que
ademas pudieran conferir al sistema, la sensibilidad al pH y la temperatura.

Estd muy documentado el uso de la NIPAM para la generacion de geles termosensibles,13
debido a que su LCST de 32°C, es muy cercana a la temperatura corporal.”® Esto no se
cumple con otras poliacrilamidas N-sustituidas como la N,N-dietilacrilamida o la N-
ciclopropilacrilamida, que tienen valores de LCST de 25 y 58°C, respectivamente.''# Por eso
se eligid a la NIPAM para el desarrollo de estos nanogeles.

La copolimerizaciéon de NIPAM con mondédmeros hidrofilicos permitié incrementar el valor
de la LCST,®% asemejandola aiin mas a los 36.5°C del cuerpo o a los 38 y 39.5°C, que
caracterizan a los procesos inflamatorios desencadenados por la artritis reumatoide. Para
tener un mejor control en el desplazamiento de la LCST, se prefirieron utilizar mondmeros
de bajo peso molecular,'*> de manera que los cambios presentados en las transiciones no
fueron drasticos. Por otro lado, debido a los grupos funcionales ionizables que contenian
los mondmeros hidrofilicos utilizados, se pudo obtener un sistema que ademas de ser
sensible a la temperatura, lo fue al pH.%®

Para este nanogel, se buscé la inclusién de un mondémero bdsico de bajo peso molecular
que estuviera protonado al pH acido que prevalece en las articulaciones artriticas, de
manera que se favoreciera el estado hinchado del sistema. Es por ello, que se consideraron
algunos tipos de mondmeros con grupos nitrogenados aromaticos como la piridina y el
imidazol, que tienen un pK, de 5.2 y 6.9,''7 respectivamente.

Los mondmeros derivados de la piridina como la 2-vinilpiridina y la 4-vinilpiridina; se
descartaron, debido a su bajo pKa, lo cual requeriria de condiciones muy acidas para
mantener al sistema protonado. En cambio, los monémeros derivados del imidazol fueron
mas utiles, puesto que el pH cercano a 5 en los tejidos artriticos, permitiria mantener al
sistema hinchado, pero el pH cercano a 7.4 del resto del cuerpo, propiciarian a su colapso.
Dentro de los derivados vinilicos del imidazol, se encuentra el N-vinilimidazol y el 1-
vinilimidazol (1VI). En el primero se favorece la deslocalizacion electrénica de los dobles
enlaces del heterociclo, de manera que se pierde la basicidad de la molécula,*'® lo cual no
se observa con el 1VI, dado que uno de los atomos de nitréogeno esta comprometido al
enlazarse con un carbono insaturado, eliminandose los efectos resonantes. Es por ello por
lo que el monédmero para polimerizar con la NIPAM utilizado en este trabajo fue el 1VI.
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La sintesis de nanogeles se efectud a través la polimerizacién por radicales libres. La
formacion de radicales libres requiere del empleo de sustancias que los favorezcan; como
iniciadores, que usualmente se acompafian de catalizadores. El tipo de iniciador y
catalizador elegido para la sintesis, asi como las proporciones utilizadas, repercuten en el
grado en el que los mondmeros reaccionan, lo cual a su vez influye en el peso molecular del
polimero obtenido y en las propiedades fisicas de éste.1*®

La gelificacidon de la NIPAM requiere combinaciones entre los iniciadores: APS o persulfato
de potasio (KPS); y los catalizadores metabisulfito de sodio (SPS) o el TEMED.'?° En cuanto
al iniciador, se prefiere el uso del APS dado que su solubilidad en agua (835 mg/ml a 25°C)*%!
es muchas veces mayor que el KPS (17.5 mg/ml a 25°C),*??|o cual favorece el rendimiento
de la reaccion. EI TEMED es capaz de acelerar la reaccién de polimerizacion hasta 3 veces,'?3
al formar un complejo de transferencia de cadena, que da resultado tres tipos principales
de radicales libres; uno derivado de si mismo, otro a partir del persulfato, y otro mas que
proviene de su hidrdlisis.?* Tanto el SPS como el TEMED promueven la descomposicion del
APS en radicales libres, a través de la formaciéon de un sistema rédox. El par mas
comunmente usado es el sistema APS-TEMED, sin embargo, hay reportes que indican que
el APS-SPS es igualmente funcional y que incluso podria llegar a formar polimeros mas
homogéneos.'?® Desafortunadamente, ha sido muy poco estudiado, por lo que para este
proyecto, se eligié utilizar el par APS-TEMED.

Usualmente, se utilizan proporciones equimolares de APS y TEMED, sin embargo los
reportes muestran, que la preparacion de geles basados en pNIPAM, requieren una
proporcién molar APS: TEMED de 1 : 3,14 con lo cual se obtiene un buen rendimiento de
polimerizacién en un periodo de tiempo 6ptimo.1° En esta sintesis se optd por fijar esta
relacion entre iniciador y catalizador.

La formacidn de geles de cualquier tamafio a través de la polimerizacién radicalaria requiere
del uso de agentes entrecruzadores, los cuales son capaces de unir las cadenas lineales
obtenidas. Sin el uso de este tipo de sustancias, las cadenas lineales formadas sdlo se unirian
fisicamente entre ellas, pero el empleo de un entrecruzador permite la formacién de
entrecruzamientos quimicos.?? Usualmente, los agentes entrecruzadores utilizados en
polimerizaciones radicalarias son mondmeros funcionalizados con dos grupos vinilicos.'?>
Los mds wusados son los derivados del etilen(glicol)dimetacrilatos, de Ila
metilenbisacrilamidas y del divinilbenceno.?®

Para la sintesis de polimeros basados en NIPAM, se utiliza con frecuencia la N,N’-metilen-
bis-acrilamida (MBA), debido a la similitud estructural entre ambas.’?® Dado que este
nanogel fue basado en NIPAM, se utilizd a la MBA como agente entrecruzador.

Es importante controlar la cantidad de entrecruzador empleado en las reacciones de
polimerizacién. La concentracion de MBA no repercute el curso de la reaccién, pero si altera
el balance hidrofébico de los sistemas obtenidos, de modo que influye en el desplazamiento
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de la LCST; ademds que puede afectar al tamafio de los nanogeles.>® La MBA es mds reactiva
que la NIPAM, por lo que la adicion de grandes cantidades genera agregados muy densos
y muy poco estables.'?” Las proporciones de MBA utilizadas en este trabajo fueron del 2, 5
y 10% (m/m) con respecto a la cantidad total de mondmeros. Esto considerando que las
sintesis de nanogeles y microgeles reportadas no superaran el 12% (m/m) de entrecruzador.
Las férmulas quimicas de los componentes seleccionados para la sintesis de los nanogeles
se muestran en la Figura 26.

Mondémero Entrecruzador

NIPAM 1vi MBA

—

N
HQCQLH - N L AC e
0 0

k\CH2

Figura 26. Férmulas quimicas de los componentes seleccionados para la sintesis de nanogeles

La estabilidad del sistema, el tamafio de particula, el indice de polidispersién (PDI, por sus
siglas en inglés por Polydispersity Index) y el rendimiento de reaccion dependieron del
método y las condiciones en la que se efectud la reaccidon de sintesis.

El medio de reaccién utilizado para la sintesis de los nanogeles fue agua. En primera
instancia, porque se busca que los sistemas formados interactuen con ella; hinchandose y
colapsandose ante diferentes condiciones. Se ha reportado, la sintesis de geles
macrométricos utilizando otro tipo de disolventes organicos. Incluso hay evidencia que la
formacién de hidrogeles de NIPAM podria verse favorecida utilizando DMSO,*?° pero en
este caso no resultaba viable, porque complicaria la total extraccién del disolvente de la
estructura nanométrica. Para esta sintesis, el uso del agua como disolvente es adecuado,
puesto que todas las sustancias utilizadas para la formacién del nanogel son solubles. Ya se
menciond que particularmente el APS tiene muy buena solubilidad en agua, pero de igual
manera; la NIPAM y la MBA, tienen una solubilidad a 25°C de; 30.77 mg/mL*?8y 1 mg/mL,*?°
respectivamente; ademas que tanto el 1VI, como el TEMED son liquidos miscibles en agua.

Otro aspecto importante, respecto al disolvente, es la cantidad empleada en la sintesis. De
acuerdo con las teorias de formacién de nanogeles, se sabe que una condicién necesaria
para la obtencidn de estructuras nanomeétricas es el uso de medios diluidos. La cantidad de
agua en la polimerizacién repercute en el tamafio molecular de los nanogeles, y por otro
lado, también influye en el rendimiento obtenido en la reaccidn.3! Para conocer la cantidad
de agua ideal para la sintesis, ésta se efectud a diferentes volimenes; utilizando 20, 200 y
500 mL de agua, sin embargo no se encontrd una diferencia significativa en los tamafios de
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particula obtenidos, reportados como du, de acuerdo con el ANOVA realizado con un 95%
de confianza; por otro lado respecto al PDI, el ANOVA generado muestra una diferencia
significativa al considerar un a de 0.05, sin embargo, dado que el valor numérico fluctia
entre los 0.3 y 0.5, se considerd que los 3 volimenes empleados generan particulas de
nanogel de tamano uniforme. Por estas razones, se optd por fijar la cantidad de 20 mL de
agua. Los ANOVA se presentan en los Anexos 1y 2; mientras que la Tabla 9, muestra los
valores obtenidos.

Tabla 9. du y PDI promedio al variar el volumen de reaccidn para la sintesis de nanogeles.

Volumen (ml) du (nm) PDI
20 322.3 0.476
200 316.7 0.308
500 304.7 0.316

La obtencion de nanogeles por polimerizacidon por emulsién implica el uso de agentes
tensoactivos que son dificiles de retirar, por lo que la polimerizaciéon por precipitacion
resultd una buena alternativa para evitar dichas sustancias.3® Anteriormente, ya se revisd
el fundamento de este método y se menciond la necesidad de mondmeros cargados que
sean capaces de generar agregados electrostaticamente inestables que coalescen durante
el curso de la reaccién. En este caso, el 1VI posee nitrdgenos protonables a un pH
ligeramente acido. De manera que para lograr la generacién de nanogeles a través del
método de polimerizacién por precipitacion, se fijo el pH del medio a 6.8 con HCI. Es por
ello por lo que se pudieron generar particulas de nanogel sin la necesidad de utilizar grandes
cantidades de agua. Cabe destacar, que no se usé un pH mas bajo para no protonar al
TEMED, cuyo pKs es de 5.85, porque de lo contrario, su capacidad catalizadora se pudo
haber reducido.'*®

Otro parametro que repercute en la sintesis de nanogeles es la temperatura, pues tiene un
efecto directo en el grado de polimerizacidn, pero también en las caracteristicas fisicas de
las particulas obtenidas.''® Muchas referencias cientificas reportan utilizar temperaturas
entre 50 y 75°C.1?? Esto a pesar que las reacciones de polimerizacidon sean exotérmicas.'?
La temperatura de la reaccién puede disminuirse utilizando agentes catalizadores como el
TEMED, puesto que decrementa la energia de activacién necesaria para empezar la
reaccion.'?* A pesar de esta informacion, no existe un consenso respecto a qué temperatura
utilizar para la generacion de nanogeles. Algunas fuentes bibliograficas, recomiendan que
usando TEMED, la temperatura para la polimerizacion podria disminuirse entre 23 y 25°C,1?
pero otras afirman que debe ser entre 37-45°C,*2° mientras que unos cuantos mas, reportan
la realizacidn de sus reacciones a altas temperaturas.'?* Algunos articulos indican que el uso
de muy altas temperaturas genera estructuras de nanogel muy compactas con baja
polidispersibilidad.''* Para este trabajo se decidid utilizar 30°C, dado que no hubo una
diferencia sustancial en los resultados al utilizar temperaturas mayores.
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6.2 Caracterizacion de nanogeles

6.2.1 Determinacion de la LCST del nanogel mediante turbidimetria

Se evalud la LCST de diversas formulaciones de nanogel ante cambios de temperatura y pH,
usando la técnica de turbidimetria. Para obtener mediciones confiables se utilizaron
muestras diluidas, con concentraciones de nanogel de 0.0028 g/mL. Esto porque los
estudios que se consultaron indican que el uso de concentraciones de nanogel menores a
0.01% (m/V) permitirian despreciar las interacciones entre particulas.?

Los resultados experimentales obtenidos muestran que el nanogel elaborado Unicamente
con NIPAM tiene una LCST de 33°C. En la Figura 27 se aprecia que la LCST obtenida no varia
al cambiar el pH del medio.

La LCST indica que, por debajo de 33°C, los grupos amida de la NIPAM forman puentes de
hidrégeno con las moléculas de agua del medio, lo cual favorece su entrada al nanogel,
generando una estructura hidrofilica e hinchada. La interaccidn de los nanogeles con el agua
favorecen su disolucién en el medio, razén por la cual cuando un rayo de luz incide a través
de una muestra, ésta no la absorbe y lo deja pasar a través de ella. Como resultado, la
intensidad de luz incidente es igual a la transmitida, por lo que el valor de transmitancia
obtenido es muy cercano al 100%. Por el contrario, a temperaturas superiores a 33°C, no se
ve favorecida la formacion de puentes de hidrégenos, pero si las interacciones hidrofébicas
entre el esqueleto hidrofébico y los grupos isopropilo de las moléculas de NIPAM, lo cual
ocasiona que las cadenas poliméricas que conforman al nanogel se aglomeren. La falta de
afinidad del agua con el nanogel implica su salida del sistema, lo que se traduce en su
colapso. La solubilidad de los nanogeles colapsados en el medio disminuye drasticamente,
de manera que la disolucién se vuelve turbia, al no dejar pasar la luz, lo que resulta en una
disminucion en la transmitancia que puede llegar a cero. Esto se muestra en la Figura 28.

100 s#seads
80 4
60 <

40 3

% Trasmitancia
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25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C)

Figura 28. Transicion de fase en nanogel
compuesto 100% por pNIPAM en estado:
a)hinchado (izquierda); y b) colapsado (derecha)

Figura 27. Determinacién de LCST de nanogel compuesto
100% por pNIPAM
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La LCST de los nanogeles de NIPAM se alterd al copolimerizarlo con 1Vl y MBA. La primera
variable que se estudio fue el efecto de la proporcidon de 1VI en la LCST. La adicién de un
residuo hidrofilico como el 1VI permitié incrementar la LCST del sistema. Esto porque el 1VI
contiene atomos de nitrégeno que pueden formar puentes de hidrégeno con el agua,
favoreciendo el caracter hidrofilico del nanogel. Por esta razén se necesita una mayor
temperatura para provocar una transicion de fase. De esta manera, a mayor cantidad de
1VI, la LCST fue mas grande. Esto es lo que se observa en la Figura 29; y en la Tabla 10, en
donde se muestran los resultados de la determinacion de la LCST de formulaciones de
nanogel que contienen una cantidad fija de entrecruzador del 2% (m/m)y 5, 7.5, 10y 15%
(m/m) de 1VI, con respecto al total de NIPAM, obteniendo valores de LCST a pH 7 de 36,
36.5, 38 y 40.5 °C, respectivamente.

Fe—NV5 2E [—=—NV5 2E
|—e—NV7.5 2E —s—NV7.52E
100 —A—NV10 2E 100 ——NV10 2E
|+—NV15 2E |—+—NV15 2E
80 3 4 80 4 1
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E 60 - E 60 4
£ £
& 404 E 40 4
& &
20 3 20 =
r
03 04 L
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 29. Determinacion de LCST a pH de 7 en nanogel Figura 30. Determinacién de LCST a pH de 5 en nanogel
con: 5 (NV5 2E), 7.5 (NV7.5 2E), 10 (NV10 2E) y 15% con: 5 (NV5 2E), 7.5 (NV7.5 2E), 10 (NV10 2E) y 15% (NV15
(NV15 2E) de 1VIy 2% (m/m) de MBA 2E) de 1VIy 2% (m/m) de MBA

Tabla 10. LCST a pH 5y 7 de nanogel con: 5 (NV5 2E), 7.5 (NV7.5 2E), 10 (NV10 2E) y 15% (NV15 2E) de 1Vl y 2%
(m/m) de MBA

Formulacién LCST (°C)
pH=5 pH=7
NV5 2E 43 36
NV7.5 2E 47 36.5
NV10 2E 50 38
NV15 2E 57 40.5

El 1VI actio como electrolito débil, debido a su capacidad de ionizacién, por lo que se
esperaba que la LCST dependiera del pH del medio.*3! La influencia del pH en la LCST va en
funcién al pKa del 1VI, que es de 6.26.132 Cuando los nanogeles con 1VI se encuentren en un
medio con un pH menor a su pKa; como a un pH de 5, su nitrégeno ionizable se protonar3,
por lo que adquirird una carga parcial positiva. La aparicion de cargas electrostaticas del
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mismo valor provocarad repulsion entre los grupos protonados, lo cual favorecerd la entrada
de agua, de manera que el sistema tendra mayor hidrofilia y como resultado la LCST sera
mas grande.

Cuando el nanogel esté en un medio con un pH mayor a su pKs; como a un pH de 7, su
nitrégeno ionizable se desprotonard, por lo que no presentard carga electrostatica. La
neutralidad de carga en el sistema propiciarad a que su hidrofilia Unicamente se deba a los
puentes de hidrogeno entre los grupos hidrofilicos de sus cadenas poliméricas y el agua, de
manera que se obtiene un sistema menos hidrofilico en comparacién al obtenido a pH
menores, resultando en un aparente colapso de la estructura.

Estos fendmenos, se aprecian en la Figura 30; y en la Tabla 10, que muestra los resultados
de la LCST a pH de 5 con los nanogeles con 2% (m/m) de entrecruzadory 5, 7.5, 10 y 15%
(m/m) de 1VI, con respecto al total de NIPAM. Se observa un aumento en la LCST, respecto
a la determinada a un pH de 7, obteniéndose los valores de 43, 47, 50 y 57°C,
respectivamente. Cabe sefialar, que, a pesar del incremento en la LCST, se mantuvo el
efecto al usar mayores cantidades de 1VI.
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20 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0 5‘5 6‘0 6‘5 7‘0 20 2l5 3'0 3'5 4'0 4'5 5'0 5l5 Glo 6'5 7'0
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 31. Determinacién de LCST a pH de 7 en nanogel Figura 32. Determinacion de LCSTa pH de 5 en
con: 5 (NV5 2E), 7.5 (NV7.5 2E), 10 (NV10 2E) y 15% nanogel con: 5 (NV5 2E), 7.5 (NV7.5 2E), 10 (NV10
(NV15 2E) de 1Vl y 5% (m/m) de MBA 2E) y 15% (NV15 2E) de 1VIy 5% (m/m) de MBA

Tabla 11. LCST a pH 5y 7 de nanogel con: 5 (NV5 5E), 7.5 (NV7.5 5E), 10 (NV10 5E) y 15% (NV15 5E) de 1VIy 5%

(m/m) de MBA
. LCST (°C)
Formulacién pH=5 oH=7
NV5 5E 44 36
NV7.5 5E 49 37
NV10 5E 53 39
NV15 5E 61 41
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La influencia de la proporcién de 1VI en el nanogel se mantuvo en formulaciones con 5%
(m/m) de entrecruzador en ambos pH, tal como se aprecia en las Figura 31 y Figura 32; y
Tabla 11. Los ANOVA realizados para ambos casos indican que con una a de 0.05, si existe
una diferencia significativa en el desplazamiento de la LCST al utilizar diferentes cantidades
de 1VI. Lo mismo ocurre al utilizar medios con pH de 7 y de 5. Estos se presentan en los
Anexos 3y 4.

También se evaluo el efecto del porcentaje de MBA, en la LSCT a pH 5y 7. Los resultados se
muestran en las Figura 33, Figura 34 y Tabla 12; y Figura 35, Figura 36 y Tabla 13; para5y
7.5% (m/m) de 1VI, respectivamente.

La MBA es un mondmero hidrofilico, de manera que se esperaba que su efecto en el
desplazamiento de la LSCT fuera similar al presentado en el 1VI, debido a los dos grupos
amida que contiene en su estructura. En realidad, dado que todas las formulaciones
consideradas contienen cierta proporcion de MBA y 1VI, se puede decir que el aumento de
hidrofilia se debe a ambos.

Para verificar la influencia de la MBA en los nanogeles, se realizé esta medicidn utilizando
cantidades fijas de 1VI y un porcentaje de 2, 5y 10% (m/m) de entrecruzador. A diferencia
de los resultados conseguidos en los sistemas en donde se fijé el entrecruzador y se vario
la proporcidn de 1VI, el aumento en la LCST no fue significativo al incrementar el porcentaje
de MBA. Esto considerando un nivel de confianza del 95%, seguin el ANOVA realizado, que
se presentan en los Anexos 5 y 6. De esta manera, la cantidad de entrecruzador que se
adiciond no fue muy grande para generar efectos mas drasticos. Es importante observar,
gue la sensibilidad al pH que confiere el 1Vl es independiente de la cantidad de MBA usado,
puesto que ésta Ultima no posee grupos ionizables.
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Figura 33. Determinacién de LCST a pH de 7 en nanogel
con: 5% de 1VI'y 2 (NV5 2E), 5 (NV5 5E) y 10% (NV5 10E)

(m/m) de MBA

Figura 34. Determinacion de LCST a pH de 5 en
nanogel con: 5% de 1VIly 2 (NV5 2E), 5 (NV5 5E) y
10% (m/m) (NV5 10E) de MBA
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Tabla 12. LCST a pH 5y 7 de nanogel con: 5% de 1VIy 2 (NV7.5 2E), 5 (NV7.5 5E) y 10% (NV7.5 10E) (m/m) de MBA

U U
pH=5 pH=7
NV5 2E 47 36
NV5 5E 49 36
NV5 10E 49 37
[—=—NV7.52E —=—NV7.52E
—s—NV7.5 5E —s—NV7.5 5E
100 ——NV7.5 10E 100 4 ——NV7.5 10E
80 4 80
g 60 é 60 4
£ £
E 40 4 E 40
= '
20 < 20
0 0
20 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0 5‘5 6‘0 6‘5 7‘0 20 2‘5 3I0 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0 5‘5 GIO ﬁlﬁ 7‘0
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 35. Determinacion de LCST a pH de 7 en nanogel Figura 36. Determinacién de LCST a pH de 5 en nanogel
con: 7.5% de 1VIy 2 (NV7.5 2E), 5 (NV7.5 5E) y 10% con: 7.5% de 1Vl y 2 (NV7.5 2E), 5 (NV7.5 5E) y 10%
(NV7.5 10E) (m/m) de MBA (NV7.5 10E) (m/m) de MBA

Tabla 13. LCST a pH 5y 7 de nanogel con: 7.5% de 1VIy 2 (NV7.5 2E), 5 (NV7.5 5E) y 10% (NV7.5 10E) (m/m) de MBA

- e pH=5 pH=7
NV7.5 2E 43 36.5
NV7.5 5E 44 37
NV7.5 10E 44 38

Con este trabajo se buscdé un nanogel que fuera capaz de liberar al farmaco exclusivamente
en las articulaciones inflamadas debido a la artritis reumatoide. Los tejidos artriticos
presentan una elevacién en la temperatura, pasando de entre 36.5 y 37.2°C a entre 38 y
39.5°C,'% ademads de una alteracion en el pH, cambiando de 7.4 a 5.%° De esta manera, el
sistema generado deberia ser capaz de mantenerse hinchado a temperaturas superiores a
la corporal y un pH acido, de manera que el farmaco contenido se pudiera liberar mediante
difusion. Por otro lado, a condiciones fisioldgicas normales, el sistema deberia mantenerse
colapsado, a modo que la liberacién del principio activo fuera mas lenta. Con esto se podria
asegurar la llegada de mayor cantidad de farmaco a los tejidos inflamados, disminuyendo
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su presencia en otros tejidos no enfermos para evitar efectos secundarios. El nanogel
elaborado que cumplié con la sensibilidad a pH y temperatura deseada, corresponde a las
formulaciones en las que se emplearon 7.5% (m/m) de 1VI con 2, 5y 10% (m/m) de MBA.

6.2.2 Obtencion del tamaio de particula del nanogel a través de DLS

El tamano de particula de los nanogeles puede estar influenciado por: la concentraciéon
inicial de los mondmeros que lo forman, la cantidad de iniciador empleado, la proporcién
de entrecruzador usada, asi como la temperatura de la sintesis.'33 En este caso, la Unica
variable que se exploré fue la cantidad de MBA utilizada en la sintesis. La dependencia de
la cantidad de MBA con el tamaifo de particula tiene que ver con el grado de
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, asi como la interaccion del sistema con el
disolvente, misma que puede variar de acuerdo con los estimulos externos del medio.'3* La
adicion de mayores cantidades de MBA en las formulaciones de nanogel, disminuyé la
capacidad de hinchamiento de las estructuras,>® 134 135 debido a que se favorecieron los
entrecruzamientos entre las cadenas poliméricas, de manera que se aumento la rigidez del
sistema y se complicé la entrada de agua. Lo contrario sucedié al utilizar una baja
concentracion de MBA. En este caso, existio una mayor flexibilidad y movilidad en las
cadenas poliméricas, lo cual facilité la entrada de disolvente a la estructura, favoreciendo
su hinchamiento y aumentando su tamafio. Dado que la cantidad de entrecruzador afecta
la manera en la que el agua interactta con los nanogeles, se esperaba que ésta influyera en
la temperatura de transicién, que en este caso se concibié como VPTT,?! haciendo alusion
a los cambios en el tamafio de las particulas, debido a las transiciones entre un estado
hinchado y uno colapsado.

Los ensayos de turbidimetria realizados en la seccion anterior no mostraron una diferencia
significativa en la LCST al variar la cantidad de MBA. De manera que se procedié a la
obtencion de la VPTT a través de DLS en las formulaciones que poseen 7.5% (m/m) de VI
con 2,5y 10% (m/m) de MBA. Los resultados obtenidos del du y el PDI con un medio de pH
7, se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. dwy PDI de nanogeles con 7.5% de VIy 2 (NV7.5 2E), 5 (NV7.5 5E) y 10% (NV7.5 10E) (m/m) de MBA

%MBA dw (nm) PDI \
NV7.5 2E 336.1 0.479
NV7.5 5E 325.2 0.431
NV7.5 10 E 293.3 0.454

Los valores de dy indican que el aumento en la cantidad de entrecruzador, disminuye el
tamafio de las particulas de nanogel. Los ANOVA realizados, que se muestran en los Anexos
7 y 8, evidencian que con un 95% de confianza, el porcentaje de MBA usado provocdé una
variaciéon en el dy en las particulas de nanogel. Por otro lado, se aprecia que no existié
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diferencia significativa entre los PDI obtenidos. Debido a esto ultimo y aunado a que la
diminucién del du no sobrepasa el 15%, se decidié que la formulacién NV7.52E posee las
caracteristicas buscadas en el sistema de liberacién para la artritis reumatoide que se
planted, razén por la cual las determinaciones siguientes fueron enfocadas a este nanogel.

Se realizé la determinacién de la VPTT del nanogel NV7.52E, midiendo el dx del sistema a
diferentes temperaturas en pH 5 y 7. Los resultados obtenidos se muestran en las Figura
37, Figura 38; y en la Tabla 15. Se observa que los valores de VPTT son muy parecidos a los
de LCST para ambos pH. Es decir, se obtuvieron valores de VPTT de 45y 35°CapHde 5y 7,
respectivamente. A pH 5, el nanogel se encontraba hinchado a temperaturas menores a
45°C vy colapsado por arriba de ella; mientras que a pH de 7, la transicion se dio a 35°C. Por
otro lado, se observd que no existe un cambio significativo en los valores de PDI, lo cual es
indicio de que las particulas de nanogel no se aglomeraron al variar la temperatura.
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Figura 37. Determinacién de VPTT a pH de 7 en nanogel Figura 38. Determinacion de VPTT a pH de 5 en nanogel
NV7.5 2E NV7.5 2E

Tabla 15. du y PDI a de nanogel NV7.5 2E para la obtencion de su VPPTapH 5y 7

pH=5 pH=7
Temperatura (°C)
du (nm) PDI du (nm) PDI
25 463.06667 0.30733 328.76667 0.49233
30 432.56667 0.354 293.36667 0.485
35 439.23333 0.17667 325.1 0.49033
40 465.9 0.36333 101.2 0.402
45 459.9 0.23633 98.31 0.37233
50 173.43333 0.372 49.07 0.405

Se aprecia que los nanogeles en medios acidos fueron alrededor de 100 nm mas grandes
gue en medios neutros. Esto porque a pH 5, los dtomos de nitréogeno del 1VI, se
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encontraban protonados. La presencia de cargas electrostaticas en la estructura provocé la
repulsién entre las cadenas poliméricas que la componen, lo que favorecié la entrada de
mayores cantidades de agua. Los ANOVA generados para estas mediciones se detallan en
los Anexos 9y 10.

El grado de hinchamiento de los nanogeles (Sw) muestra la cantidad de veces que el sistema
incrementa su tamafio. Para calcularse se aplicé la siguiente relacion entre el dy del estado
hinchado (V) y el del estado colapsado (V.):**®

Para esta determinacidn, se considerd el dy promedio en el que el sistema se encontraba
hinchado, es decir: 25, 30, 35, 40 y 45°C para pH de 5; mientras que, para el estado
colapsado, se tomd en cuenta el dy promedio del nanogel en las temperaturas restantes; o
sea: 25,30y 35°Ca un pH de 7. Los resultados obtenidos del Swse muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Parametro Vy Vcy Sw del nanogel NV7.52EapH5y 7

pH | V (nm) V. (nm) Sw
5 451.5 173.4 2.60
7 315.8 99.6 3.16

El Sw resultd ser mayor a pH neutro. Esto quiere decir que aln en su estado colapsado, el
nanogel a pH acido es mas hidrofilico que en el medio neutro. De esta manera, la cantidad
de agua que sale de la estructura es menor a la obtenida en pH 7. Para explicar esto primero
hay que considerar que, a pesar de mantener una estructura colapsada, los nanogeles
contienen cierta cantidad de agua en su interior.>® Esto porque existen dos tipos de agua
gue interactian con el nanogel: el agua libre, que representa la mayor cantidad de
disolvente que interactia con las cadenas poliméricas colgantes; asi como, el agua de
enlace, la cual se mantiene fuertemente unida a las cadenas poliméricas del interior de la
estructura. El mayor caracter hidrofilico en los nanogeles a pH de 5, es un indicativo que no
todo el 1VI que contiene el nanogel se encuentra ubicado en su superficie, de modo que
existe cierta cantidad en su interior. Por esta razén, la desprotonacién de los dtomos de
nitrégeno del 1VI que no estan expuestos se dificulta.’®” La distribucién del 1Vl en el nanogel
se muestra con mas detalle mas adelante.

Debido al método de sintesis, los nanogeles generados presentaron un tamafo
relativamente mayor, en comparacion a otros reportados en la literatura, sin embargo, esto
no limita su uso como sistemas farmacéuticos, dado que el didmetro de los capilares
sanguineos mds pequefios fluctia entre los 5 y 10 um,**® lo que haria factible su
administracion intravenosa. Sobre todo, porque de ser el caso, cuando el nanogel se
administre y esté en circulacion sistémica, se espera que las condiciones fisioldgicas de la
sangre lo mantengan colapsado y su dy sea alrededor de 99.6 nm.
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La artritis reumatoide conlleva a la formacidon del pannus, un tejido granulomatoso formado
por la alteracion de los vasos capilares en las zonas inflamadas.® Como las fenestraciones
del pannus tienen un didmetro entre 450 y 600 nm,*° el nanogel colapsado podria ingresar
facilmente al tejido artritico, pero su acceso se complicaria a otros tejidos sanos, dado que,
en estas zonas, las fenestraciones de los capilares no supera los 60 nm.*38 Una vez dentro
del tejido artritico, sus condiciones de inflamacidn, harian que el tamafo de los nanogeles
fuera alrededor de 451.5 nm, de manera que su permanencia se favoreceria a través de
vectorizacion pasiva, debido al efecto EPR del pannus.®?

6.2.3 Estudio de la estructura quimica del nanogel mediante FTIR

Para comprobar la union entre los mondmeros y el entrecruzador que constituyen al
nanogel, se obtuvieron los espectros FTIR de cada una de las materias primas, asi como del
nanogel NV7.52E. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 39, 40, 41 y 42, asi
como en las Tablas 17, 18, 19y 20.
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Figura 39. Espectro de IR del NIPAM
Tabla 17. Asignacion de sefiales para el espectro de IR del NIPAM
Banda (cm™) \ Grupo funcional Nota
3298y 3284 -NH Vibracion de estiramiento
2969 -CHs Vibracién de estiramiento
1656 -C=0 Vibracién de estiramiento
1620 -C=C Flexion simétrica
1547 -NH Flexién de tijera
1244 -NC Vibracidn de estiramiento
709 -Csp>-H Flexion de tijera
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Figura 40. Espectro de IR del 1VI
Tabla 18. Asignacidn de sefiales para el espectro de IR del 1VI
Banda (cm?) \ Grupo funcional Nota

3399 -C=NH aromatico Vibracién de estiramiento
3312 y 3005 -CH aromatico Vibracion de estiramiento
1647 -C=C Flexion simétrica
1511y 1493 -CH aromatica Vibracion de estiramiento

1226 -NC Vibracidn de estiramiento
732 -Csp>-H Flexion de tijera
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Figura 41. Espectro de IR del MBA
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Tabla 19. Asignacion de sefiales para el espectro de IR del MBA

Banda (cm) \

Grupo funcional

Nota

3397y 3288 -NH Vibracion de estiramiento
2969 -CHs Vibracion de estiramiento
1655 -C=0 Vibracion de estiramiento
1619 -C=C Flexion simétrica
1546 -NH Flexién de tijera
1244 -NC Vibracion de estiramiento
709 -Csp?-H Flexion de tijera
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Figura 42. Espectro de IR del nanogel NV7.52E

Tabla 20. Asignacion de sefiales para el espectro de IR del nanogel NV7.5 27

Banda (cm) \ Grupo funcional Nota
3282y 3284 -NH Vibracion de estiramiento
3064 -C=NH aromatica Vibracion de estiramiento
2970, 2932y 295 -CH3 Vibracion de estiramiento
1641 -C=0 Vibracion de estiramiento
1538 -NH Flexidn de tijera
1457 -NH Flexién de tijera

Las tablas anteriores muestran los grupos funcionales principales que caracterizan a cada
sustancia. Se aprecia que la NIPAM es muy similar a la MBA en cuanto a los grupos
funcionales que las conforman. Ambas muestran los grupos caracteristicos de las amidas,
aminas secundarias y grupos carboxilo, y también poseen las bandas correspondientes a los
dobles enlaces. En el caso del 1VI, se aprecian las sefiales que implican la presencia de
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grupos aromaticos nitrogenados, ademas del grupo vinilico. El espectro del nanogel
muestra bandas anchas que son caracteristicas de los sistemas polimerizados. En la Figura
42, se aprecia la desaparicion de las sefiales correspondientes a los dobles enlaces, lo cual
es indicio de la reaccién entre los componentes. Por otro lado, se pueden identificar los
grupos funcionales de los tres componentes, lo que comprueba su inclusidn en el sistema.

6.2.4 Estudio de la estructura quimica en un nanogel mediante NMR

Para verificar la formacién del nanogel a partir de las materias primas, se realizé un estudio
con NMR mediante experimentos de protdén. En primera instancia, se obtuvieron los
espectros de las materias primas y posteriormente se contrastaron con el del nanogel, tal
como se aprecia en las Figuras 43, 44, 45 y 46.

Como los mondmeros son la unidad bdsica que estructuran al nanogel, se esperaba que
para su formacién via polimerizacidn por radicales libres, sus grupos vinilicos se rompieran.

En la Figura 43 se presenta el espectro 1H NMR del NIPAM, en el que se aprecia una sefial
a 1.16 ppm que integra para 6 protones y que se asigna a los dos grupos metilo del
isopropilo. En 3.98 ppm se observa un heptuplete correspondiente al metino del mismo
grupo. En 6.22, 6.15 y 5.72 ppm se nota la aparicién de 3 dobles de dobles, que integran
cada uno para 1 protdn, y que corresponden a los protones vinilicos de la molécula.
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Figura 43. Espectro 1H NMR para NIPAM
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Figura 46. Espectro 1H NMR para nanogel NV7.52E

En la Figura 44 se muestra el espectro 1H NMR para el 1VI. En este caso, se observan 3
singuletes en 7.66, 7.20 y 6.98 ppm; cada uno de los cuales corresponde a 1 proton, que se
asignan al heterociclo nitrogenado. En 6.84, 5.25 y 4.83 ppm, se presentan 3 dobles de
dobles, que integran cada uno para 1 protdn y corresponden a los protones del grupo
vinilico de la molécula.

En la figura 45 estd el espectro 1H NMR de la MBA. En 6.3 ppm se encuentra un singulete
desplazado que integra para el protén de la amina secundaria. Asi mismo, en 6.25 6.20 y
5.80 ppm se aprecian los 3 dobles de dobles que integran cada uno para el protén del doble
enlace.

En la Figura 46, se muestra el espectro 1H NMR del nanogel NV7.52E. En este espectro se
observan sefiales que indican la formacién de un gel. En primera instancia, aparecen dos
multipletes de complejidad alta entre 1.25 y 2.0 ppm, que corresponden a los protones
alifaticos, como producto de la polimerizacién del doble enlace en la NIPAM. Ademas, se
muestra el engrosamiento de las sefiales en 1.16 ppm del grupo isopropilo. Finalmente, se
aprecia que el protdn del metino pasa de ser un heptuplete a ser una sefial completa a
campo mas alto, lo que indica que su entorno magnético ha cambiado, por efecto de las
cadenas poliméricas. Es dificil visualizar sefales de las demas materias primas, pues la
proporcién empleada es muy pequefia en comparacion a la de la NIPAM.
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6.2.5 Obtencion del peso molecular aparente del nanogel mediante DLS

El peso molecular de los nanogeles es muy poco reportado, debido a la dificultad que
representa medirlo en una sola particula aislada. Por esta razén muchos autores prefieren
estudiar su contenido de agua o su concentracién.??

Es posible calcular un peso molecular aparente con base a técnicas de DLS y SLS. En estas
determinaciones se utilizan concentraciones crecientes de una muestra para construir una
curva de Debye. En las Figuras 47 y Tabla 21, se presenta la curva de Debye construida para
el nanogel NV7.52E, en la que se emplearon concentraciones entre 0.1 y 0.35 mg/mL.

. . Kc .
La recta generada interseca al eje =5 €N un valor de 0.00789 KDa-, cuyo inverso es el peso

molecular del nanogel, es decir 127.23 KDa. Este valor es pequefio, en comparacion con los
reportados en la literatura, que son cercanos a 1000 KDa.'3* 140 |3 diferencia se debe al
método de preparacion y al porcentaje de agente entrecruzador empleado.** Como el
nanogel obtenido se prepard a través de la técnica de polimerizacion por precipitacion, la
cantidad de mondémero adicionado en las estructuras formadas estuvo limitada por la
estabilidad electrostatica. Ademads, que al utilizar bajas cantidades de entrecruzador, la
densidad de cadenas poliméricas en la estructura del nanogel fue pequefia.

Tabla 21. Ecuacion y parametros de linealizacién de
la curva de Debye para nanogel NV7.5 2E

ooord T el
Kc mL
I —p = —0.01256 m—g[Nanogel] +
=000 0.00786 KDa™?!
< Intercepto 0.00786 + 1.1x10*KDa™
e LU -0.01256 + 4.2x10* mL/mg

R? 0.99347

0.004 4

0.003 ) T L) L] ) T
0.10 0.15 0.20 025 030 035

[Nanogel] (mg/mL)

Figura 47. Curva de Debye linealizada para la obtencion
del peso molecular aparente del nanogel NV7.5 2E

6.2.6 Estudio de la morfologia y el tamaino de particula del nanogel a través
de SEM

Para verificar el tamafio de particula del nanogel y observar su forma, se obtuvieron
imagenes con SEM. La observacion de muestras coloidales mediante técnicas de
microscopia electrénica no es tan trivial, dado que su preparacién implica un proceso de
secado, ya que las moléculas de agua interfieren en las condiciones de vacio necesarias para
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la obtencidn de imagenes.'*? En este tipo de sistemas, el agua es parte fundamental de la
estructura e influye en su tamafo y forma; de manera que se necesita preservar si se desean
obtener imagenes que revelen sus caracteristicas reales.

Se han propuesto multiples métodos para superar esta complicacion, tales como: el secado
mediante la técnica del punto critico, en donde el agua se reemplaza con CO2;'* o crio-
SEM, en donde las muestras se congelan con nitrégeno liquido, mientras se usa una cdmara
criogénica acoplada al equipo de microscopia en la que se obtienen las imagenes.**
Desafortunadamente, no se pudo acceder a ninguna de estas técnicas, por lo que se
tuvieron que modificar las condiciones en la preparacién de las muestras, a modo que no
resultaran agresivas para la estructura. Para ello se utilizd un congelamiento con N; liquido,
seguido de condiciones de secado suaves; es decir, una presion de vacio de 98 mbar y
temperatura ambiente. Posteriormente, para mejorar el contraste, se recurrio a un
recubrimiento con oro. El uso de delgadas capas de oro es muy utilizado en muestras
basadas en atomos de bajo peso molecular, como en el caso del carbono de los polimeros.
Esto porque los metales pueden disminuir el ruido obtenido, asociado a la baja capacidad
de emisidn de electrones de algunos dtomos.'#°

— ipm  IIM-UNAM I ipm  IIM-UNAM
X 10,000 5.0kV SEI SEM WD 4.3mm X 25,000 5.0kV SEI SEM WD 4.3mm

Figura 48. Micrografia SEM que muestra sistemas no Figura 49. Micrografia SEM que muestra la morfologia 'y
polidispersos en nanogel NV7.5 2E a pH 7 tamafio de nanogel NV7.5 2Ea pH 7

Para las determinaciones de los nanogeles, Unicamente se pudieron realizar micrografias al
dispersarlos en un medio neutro, porque al utilizar soluciones amortiguadoras a pH 5 (con
citratos o acetatos), se obtuvieron imagenes saturadas con los cristales de las sales, que no
permitieron detectar las estructuras coloidales. Las micrografias de los nanogeles
generadas a pH 7 se muestran en las Figuras 48 y 49.

En la Figura 48 se aprecia la homogeneidad de tamafios en las particulas de nanogel, lo cual
coincide con el PDI obtenido en DLS. La polidispersabilidad de estos sistemas coloidales
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depende, del método de sintesis y las condiciones de reaccion, pero también influyen otros
aspectos como las proporciones entre los mondmeros, asi como la cantidad de
entrecruzador empleado.’*® En este caso, la monodispersibilidad en los tamafios de
particula puede atribuirse al uso de una moderada cantidad de MBA; un tiempo de
polimerizaciéon relativamente corto de 16 horas; asi como una agitacidn vigorosa de 300
rpm durante la sintesis.

La micrografia de la Figura 49 muestra que las particulas de nanogel sintetizadas poseen un
diametro entre 400 y 450 nm, utilizando condiciones de pH de 7 y una temperatura de 25°C.
Usualmente, sucede que las mediciones obtenidas por DLS suelen ser superiores a las
brindadas por SEM, porque la técnica de DLS no tiene la capacidad de diferenciar entre
particulas individuales y los aglomerados formados, ademads de que considera tamafos mas
grandes, como consecuencia de la interaccion de la estructura con el agua.'#

En este caso, el diametro obtenido por SEM fue ligeramente superior, pero no muy alejado
al brindado por DLS. Esto pudo deberse a que las particulas observadas en SEM pertenecen
a una poblacién cuyo tamafio es mayor al promedio. Los du que arroja DLS son producto de
un analisis estadistico que considera todos los tamafos detectados, porque el tamafio de
particulas de los coloides sigue una distribucién de tipo Gaussiana.'*” En este sentido, es
importante considerar mds de una técnica para reportar el dy de un sistema, ya que DLS,
puede ser engafiosa, si no se toman en cuenta las condiciones de dilucién adecuadas o si
no se evita la aglomeracion de los sistemas.

Otra caracteristica que se puede observar en la micrografia es la morfologia de las particulas
de nanogel, que como se aprecia en la Figura 49, es esférica. La gran mayoria de sintesis de
nanogeles dan estructuras de esferas. Esta morfologia se debe al mecanismo de formacion
de las particulas de nanogel. Cuando los iniciadores forman radicales, los mondmeros se
unen para dar particulas precursoras. La probabilidad de agregacién de los mondmeros
radicalarios con la particula precursora es igual para cualquiera de sus lados, razén por la
cual el crecimiento se da en todos los sentidos, dando como resultado una esfera. En la
Figura 48, se aprecia que todas las particulas de nanogel en el campo estudiado presentan
forma esférica.

6.2.7 Obtencion del pK. del nanogel a través de titulaciones
potenciométricas

Los mondmeros ionizables incluidos en macromoléculas como los nanogeles pueden
distribuirse tanto en el interior como en el exterior de sus estructuras.*3”- 18 Por esta razén
el pKa de los monémeros en un nanogel puede variar respecto al de la molécula aislada.'*®

Para estudiar este fendmeno, se buscd determinar el pKa real del 1VI en el nanogel, a través
de titulaciones potenciométricas en las que previamente se disminuyé el pH de la disolucion
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a un valor de 5. Esto con el propdsito de asegurar que la mayor parte de las especies
ionizables accesibles del sistema estuvieran protonadas.

Primero se efectud una titulacion potenciométrica inmediatamente después del ajuste a pH
acido, de modo que se pudiera conocer el efecto de los residuos superficiales del 1VI. En
otra determinacion, se mantuvo el nanogel a pH 5 durante 3 horas, antes de realizar la
titulacion. De esta manera, el medio acido pudo difundir con mayor tiempo dentro de la
estructura del nanogel, facilitando la protonacién de los d&tomos de nitrégenos de los 1VI
ubicados en su interior.

Dado que el sistema estudiado presenta dos estructuras diferentes que dependen de
temperatura, se realizaron las determinaciones a 25°Cy 45°C.

Los resultados las curvas potenciométricas inmediata y a las 3 horas a 25°C se observan en
las Figuras 50 y 54. En las figuras 51, 52, 55 y 56, se muestran los métodos de la primera y
segunda derivada de ApH con respecto al volumen de titulante anadido, empleadas para
conocer el punto de equivalencia.

En las figuras 50 y 54 no se aprecian puntos de inflexion marcados en el punto de
equivalencia. Esto pasa porque el 1VI protonado actia como acido débil frente a la base
fuerte que se le adiciona, de modo que se necesité menos NaOH para desprotonar a la
especie acida.

Los métodos de primera y segunda derivada arrojaron graficamente los puntos de
equivalencia de 19.5 y 22 mL para la titulacidon inmediata y después de las 3 horas,

respectivamente. Para conocer el valor del pK; se usé lo establecido por Henderson-

[Base conjugada)
[Acido]

6.81 para la titulaciéon inmediata y uno de 6.56 para la titulacion pasadas las 3 horas.

Hasselbalch en su ecuacién: pH = pK, + , calculandose un valor de pK, de
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Figura 51. ApH/AVolumen de NaOH adicionado en la
titulacion inmediata para la determinacién del pKaen
nanogel NV7.5 2E a 25°C

Figura 50. Titulacidn potenciométrica inmediata para
nanogel NV7.5 2E a 25°C
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potenciométrica inmediata para la determinacion del
pKaen nanogel NV7.5 2E a 25°C

adicionado? en la titulacidén potenciométrica inmediata
para la determinacidn del pKa en nanogel NV7.5 2E a
25°C

Para analizar estos datos, se tomé en consideracion el grado de disociacidn (a) obtenido en
dichos puntos. El valor de a es la fraccion que representa la cantidad de 4cido que ha
reaccionado con respecto al total.>° Estos valores se muestran en las Figuras 53 y 57, y son
del 64.00% para el nanogel titulado inmediatamente y 58.35% para el titulado 3 horas
después. La disminucién en la a en la titulacién pasadas las 3 horas puede deberse a que
los grupos 1VI lograron protonarse durante el tiempo que permanecieron en medio acido,
pero dado que la adicion de base en la titulacion fue realizada adicionando gota a gota sin
dejar transcurrir cierto tiempo, ésta no tuvo la misma facilidad de ingresar dentro de la
estructura a través de difusion, de manera que Unicamente lograron reaccionar los grupos

del 1VI localizados en el exterior de la estructura.
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Figura 54. Titulacion potenciométrica de 3 horas para

nanogel NV7.5 2E a 25°C

Figura 55. ApH/AVolumen de NaOH adicionado en la
titulacién potenciométrica de 3 horas para la
determinacién del pKa en nanogel NV7.5 2E a 25°C
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De este modo, la disminucidn del pK, se debid a la contribucién de los grupos protonados
inaccesibles. Dado que el valor del a en la titulacidn inmediata fue mas grande, se puede
pensar que existe una mayor cantidad de grupos de 1VI localizados en la superficie del
sistema, sin embargo, no se cuentan con mas datos o teorias que puedan precisar el
porcentaje.

25°C 25°C
—o—45°C

T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Volumen de NaOH adicionado (mL)

Volumen de NaOH adicionado (mL)

Figura 58. Titulacidn potenciométrica inmediata para Figura 59. Titulacidn potenciométrica de 3 horas para
nanogel NV7.5 2E a 45°C nanogel NV7.5 2E a 45°C

Las determinaciones se repitieron con el nanogel colapsado. Los resultados estan en las
Figuras 58 y 59. En este caso se obtuvo un pK, de 6.83 para la titulaciéon inmediata y uno de
6.73 para la titulacion después de las 3 horas. Aqui se conserva la tendencia de la
disminucion del pKa al dejar al sistema en contacto con el medio acido durante mas tiempo.
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En la titulacion inmediata no existe diferencia significativa en el pKa, en comparacion con el
sistema hinchado. Esto quiere decir que independientemente de su colapso, existe una
cantidad similar de grupos de 1VI en la superficie. La diferencia estriba en los resultados
obtenidos en la titulacién después de las 3 horas, dado que el pK; del nanogel hinchado es
menor al del colapsado. Esto puede deberse a que los sistemas colapsados suelen ser menos
difundibles, dado que las cadenas poliméricas que los conforman se comprimen al preferir
interaccionar entre si. La menor entrada de medio a la estructura provoca que los grupos
de 1VI se protonen en menor grado.

Para obtener un pK, aproximado al real se tomo en cuenta la determinacién del nanogel
hinchado, puesto que contempla lo que ocurre a temperatura ambiente. Para su calculo se
considero el promedio de los valores obtenidos en las dos titulaciones.*>! Por lo que el pKa
calculado del 1VI en el nanogel fue de 6.67.

6.2.8 Evaluacidn de la sensibilidad del nanogel a pH por turbidimetria

Se midié a través de técnicas tubidimétricas, la LCST del sistema a pH cercanos al pka
calculado del 1VI en el nanogel. Los resultados estan en las Figuras 60 y 61. En ellas se
muestran lo que se esperaba, un aumento en la LSCT a medida que se disminuye el pH del
medio. Se aprecia que la LCST se incrementa sostenidamente a pH entre 6.8 y 5.5. Esto
sucede porque la diferencia con respecto al pK, real es muy cercana a cero, lo que quiere
decir que existe una concentracién equivalente entre la especie acida y su base conjugada.
En cambio, cuando el pH del medio es superior al pK,, la diferencia entre ambos valores es
mayor de la unidad, lo que significa que la concentraciéon de especies protonadas se
incrementa notablemente, mientras que las desprotonadas tienden a cero. Esto es lo que
sucede cuando el pH del medio es de 5. En este punto, se favorece la protonacién de los
atomos de nitrégenos del 1Vl y la LCST aumenta drasticamente. La distribucion de especies
de acuerdo con la relacién entre pH y pKa se muestra en la Figura 62.
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Figura 60. Determinacién de LCST de nanogel NV7.5 Figura 61. Variacion de la LCST con respecto al pH
2E a diferentes valores de pH en el nanogel NV7.5 2E
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Figura 62. Distribucion de formacidn de especies de
acuerdo con la relacién entre pH y pKa

6.2.9 Estudios de reologia en los nanogeles a diferentes temperaturas

El estudio reolégico en nanogeles sensibles a estimulos es particularmente interesante,
puesto que los cambios estructurales que se presentan por el favorecimiento o
desfavorecimiento de las interacciones con el disolvente o entre sus cadenas poliméricas,
genera fendmenos contrastantes, debido a una alteracion en su naturaleza fisica, que les
permite comportarse como particulas suaves o como esferas duras.’?> % 15 Estas
variaciones tienen que ver con la alteracidn en su tamafio y con su grado de
entrecruzamiento . En estos experimentos se estudié el efecto de la temperatura en las
transiciones de fase del nanogel con las magnitudes reoldgicas: n, los pardmetros G’, G”’ y
la tangente de pérdida (tand).
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Figura 63. ndel nanogel NV7.5 2E a diferentes Figura 64. Tipos de rotacion presentados en las
temperaturas ante la aplicacién de una y particulas de nanogel ante la aplicacién una w
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Primero se evalud el efecto de la temperatura en la n de las muestras con la aplicacién de
una T concebida como y, en una prueba de cizalla simple. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 63. Se aprecia que a temperaturas por debajo de la LCST, la viscosidad
del nanogel es menor en comparacion a temperaturas que superan este valor. En este
sentido, cabe sefialar que a pH 7 y a temperaturas menores a 36.5°C, los nanogeles tienen
una estructura hinchada que aumenta su tamafio, pero al incrementar esta temperatura,
las estructuras colapsan, presentando un dy menor.

La viscosidad se relaciona con la capacidad de empaquetamiento de las particulas, es decir
su facilidad para interactuar entre si al aplicarles una fuerza; aglomerdndose en estructuras
compactas o paquetes. Cuando las particulas de nanogel estdn hinchadas, se comportan
como esferas suaves, pero al colapsar actian como esferas duras. Esto implica que a pesar
de poseer el mismo grado de entrecruzamiento, los espacios entre las cadenas poliméricas
entrecruzadas son mayores en las particulas de nanogel hinchadas, pero cuando colapsan,
la densidad de entrecruzamiento se incrementa. De esta manera, cuando la capacidad de
empaguetamiento es mayor, el aumento en el grado de compactacion en las particulas
complica su movimiento, por lo que la viscosidad crece.'> Por esta razén la viscosidad de
los sistemas a 40 y a 50°C fue mayor, en comparacion con las presentadas a 20 y 30°C.

Ademas, en la Figura 63 se aprecia que los nanogeles presentan un comportamiento no
Newtoniano, tanto en un estado hinchado como en uno colapsado. A diferencia de la
mayoria de los liquidos y sdélidos que exhiben un comportamiento Newtoniano, las
dispersiones coloidales frecuentemente presentan viscosidades de tipo no Newtoniano.*>>
Esto sucede por el efecto impartido por las particulas que componen a los coloides. La
presencia de grandes cantidades de particulas de nanogel genera resistencia a la
deformacion cuando se aplica una fuerza.

Como hay una disminucion en el valor de la n conforme la y se incrementa, se habla que
ademas el nanogel presenta un efecto de adelgazamiento. El fendmeno del adelgazamiento
permite la fluidez de los polimeros en disolucion. Para poder fluir, los polimeros sufren
deformaciones o rearreglos en su estructura acordes a la intensidad de la fuerza a la que se
someten.> En este caso, debido al tamafio de las particulas del nanogel, el efecto de
adelgazamiento no se puede atribuir exclusivamente a una alteracién en su estructura,
siendo el movimiento Browniano, el responsable de este fenédmeno. Como se aprecia en la
Figura 64, la aplicacidén de una tsobre una dispersién de esferas coloidales deberia provocar
su rotacion, consecuencia de su propia velocidad angular (64a), sin embargo, debido al
movimiento Browniano, la distancia de separacidn de una particula respecto a otra vecina
es minima, de manera que, para evitar una alta disipacién de energia, las esferas cercanas
deben giran juntas, en lugar de rotar independientemente (64b). Este movimiento ocurre
sobre el centro de masa del conjunto de particulas hasta que la T aplicada las separa (64c).1%®
Esta separacion constituye la alteracion estructural que da lugar al adelgazamiento.
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En otro estudio reoldgico, se realizd la prueba de cizalla oscilatoria para el nanogel NV7.52E
a pH 7, sometiéndolo a temperaturas de 20, 30, 40 y 50°C. Los resultados obtenidos de los
modulos G’ y G” se muestran en la Figura 65 y en la Tabla 22. En ellas se aprecia que a
temperaturas por debajo de la LCST; G’ y G” tienen una mayor dependencia con respecto
a la frecuencia de cizalla aplicada; a diferencia de temperaturas superiores a la LCST, en
donde ambos mddulos cambian muy poco al aumentar la amplitud de frecuencia. Una alta
dependencia de G’ y G” implica que no existe una gran interaccién entre las particulas del
fluido, mientras que lo contrario sucede cuando los valores de los médulos se asemejan.>’
Esto coincide con lo obtenido en la viscosidad, puesto que, al incrementar la temperatura,
las particulas colapsadas que actian como esferas sélidas, se aglomeran en mayor grado.
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Figura 65. Mddulos G’ y G” nanogel NV7.5 2E a Figura 66. Tan(6) a diferentes temperaturas ante la
diferentes temperaturas ante la aplicacion de una w aplicacién de una w

Tabla 22. Comparacion entre G’ y G’ a diferentes temperaturas

Temperatura (°C) Comparacion G’ y G”
20 G <G”
30 G <G”
40 G >G”
50 G >G”

En la figura 65 también se aprecia que a 20 y 30°C, el valor de G”” es mayor al de G’. Cuando
esto sucede, significa que la energia mecanica que se aplica, se disipa en el medio. Esto se
puede atribuir a que la estructura del material se rompe, lo que le permite fluir facilmente.
A estas temperaturas, las particulas de nanogel se encuentran hinchadas, de manera que
actuan como esferas blandas, por lo que una fuerza aplicada puede disrumpirlas. El indicio
de mayor fluidez a estas temperaturas coincide con los resultados obtenidos en la Figura
64, en los que se les asocia una viscosidad mas grande.
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Lo contrario ocurre a 40 y 50°C, pues el valor de G’ supera al de G”’. Este comportamiento
implica que la fuerza aplicada no altera a la estructura de un material, de manera que éste
tiene la capacidad de almacenar la energia suministrada. Cuando esto sucede, se dice que
los materiales en cuestion son sélidos elasticos. Esta descripcién se acopla con lo que le
sucede al nanogel a temperaturas elevadas, puesto que la aglomeracidon de las esferas
duras, reolégicamente se asemeja a un gel macroscépico. Los comportamientos recabados
coinciden con lo reportado en la literatura, en estudios reoldgicos para materiales
termosensibles basados en NIPAM, 22 152, 158

Los resultados descritos anteriormente pueden apreciarse mejor con la relacion entre G” y
G’, en la tan(8), un indicador de la friccién interna de un material hacia la fuerza a la que se
le somete.'” Cuando G” es mayor a G, el valor de tan§, supera a la unidad, lo cual quiere
decir que en ella prevalece un cardcter viscoso sobre el eldstico, mostrando que el fluido se
comporta como un liquido. Lo contrario ocurre si G’ es superior que G”, en donde el
material actia como un gel. Por ultimo, si tand es muy cercano o igual a la unidad, se tratara
de un fluido viscoeldstico. En la Figura 66, se muestra el comportamiento de tand del
nanogel NV7.52E a diferentes temperaturas. Los datos que se muestran coinciden con el
analisis reoldgico antes mencionado. A temperaturas por debajo de la LSCT se tiene un
liquido que fluye, pero por arriba de esta temperatura, la muestra gelifica.

6.3 Adsorcion de HA en particulas de nanogel

Para lograr que el nanogel generado fuera direccionado preferentemente hacia los sitios de
inflamacidn, se incluyd un recubrimiento basado en HA, a fin de generar una vectorizacion
activa.

El HA es un polisacérido lineal de origen natural que se conforma por unidades repetidas de
un disacdrido formado por 4cido D-glucurdnico y N-acetil-D-glucosamina. La masa
molecular del HA varia, encontrdndose usualmente en el orden de 10° y 10’ Da.
Usualmente, por cuestiones de solubilidad, se suele utilizar la sal sédica del HA.

Este polisacdrido juega un papel importante en el organismo ya que mantiene la
viscoelasticidad de los tejidos conectivos, siendo un componente importante del fluido
sinovial de las articulaciones y del humor vitreo.®® Debido a su versatilidad bioldgica, asi
como a sus caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad, y de su no-
antigenicidad, podria facilitar la permanencia del nanogel en la circulaciéon sanguinea, al
evadir su eliminacidn a través del sistema fagocitico mononuclear, antes llamado sistema
reticulo-endotelial (MPS, por sus siglas en inglés por Mononuclear Phagocytic System).

Para el recubrimiento del nanogel NV7.52E no es viable la inclusion del HA mediante enlaces
guimicos, dado que ninglin componente en el sistema presenta grupos funcionales capaces
de formarlos a un rendimiento alto. Por ejemplo, la NIPAM, Unicamente cuenta con amidas
secundarias, las cuales poseen un bajo grado de reactividad, razén por la cual el nimero de
articulos reportados en los que intenten modificarlas es practicamente nulo. En el caso del
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1Vly el MBA, tampoco resulta buena idea, dado que su proporcién en el sistema es baja. Es
por ello, que la inclusidon del HA en el nanogel se hizo a través de adsorciones fisicas, en las
que se aprovecharon las interacciones electrostaticas entre los grupos de los componentes
implicados.
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Figura 67. Estructura molecular del HA sédico

Un problema por superar fue la cuantificacion del HA, puesto que como se ve en la Figura
67, su estructura quimica no presenta grupos cromoforos que permitan su mediciéon directa
a través de métodos espectroscépicos. Los métodos de cuantificacion reportados en la
literatura son ensayos con carbazol o bromuro de cetiltrimetilamonio,®® asi como su
digestidon enzimatica;'®” sin embargo, todos son extremadamente laboriosos, tardados y
muy poco sensibles, ademads que en algunas ocasiones implican el uso de HPLC y algunas
técnicas de espectroscometria de masas. Dado que no se conté con este tipo de reactivos,
ni equipo, se procedid a realizar la cuantificacién del HA, mediante técnicas fisicas, tales
como la medicidon de tamafio de particula con DLS, el peso molecular con DLS y SLD y un
estudio de densidades.

6.3.1 Obtencion del tamaio de particula de nanogel recubierto a través de
DLS

Para verificar la adsorcion del HA en las particulas de nanogel en los diferentes
tratamientos, se midié el du de la muestra centrifugada y se compararon los tamafios
obtenidos con el del nanogel sin recubrimiento. Estas mediciones se hicieron ajustando el
pH a 7 y a una temperatura de 25°C.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 23 y en la Figura 68. En ellos se aprecia
gue a medida que se aumentd la cantidad de HA adicionado, se incrementd el dy del
sistema, lo cual es indicio de que éste si llegd a recubrir a las particulas de nanogel. El
ANOVA se presenta en el Anexo 11 y muestra que con un 95% de confianza hay diferencia
significativa en el efecto generado por las [HA] usadas.

Como se puede observar, se utilizaron cantidades muy pequerias de HA en comparacion a
lo que se afiadié de nanogel. Esto debido a que, segun el proveedor, el peso molecular del
HA con el que se cuenta estd entre 1.5y 1.8 x10° Da.
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Tabla 23. Variacion del dv y PDI de nanogeles NV7.5 o
2E al recubrirlos con distintas cantidades de HA
[HA] dy (nm) PDI
(mg/mL)
0.1 593.57 0.457 E
0.25 1358.33 0.576 < i/}/
0.4 2370.00 0.687 /
0.5 3016.00 0.448 0 et e
1 3755.67 0.612 R OGIHA;J?mg/n:E) S
1.5 5930.67 0.613 Figura 68. Incremento del dia medida que se

aumenta la cantidad de HA en el recubrimiento

En los resultados se aprecia que las cantidades mas altas de HA usadas, fueron capaces de
aumentar el tamafio del sistema hasta mas de 5 um, lo cual resulta desfavorable para lo
que se busca. Por esta razon, se decidio utilizar la menor cantidad de polisacarido, que en
ese caso fue de 0.05 mg. Con este tratamiento, la particula de nanogel incrementé su
tamafo alrededor de 250 nm, pasando de un dy de 315.8 a 593.6 nm.

En cuanto al PDI de los sistemas, igualmente se aprecia que su valor aumentoé a medida que
se incrementd la cantidad de HA utilizado. El incremento es considerable, de modo que al
utilizar mds de 0.5 mg de HA, el PDI llegd a ser superior a 0.5, por lo que, la muestra dejé de
ser monodispersa. Esto se puede explicar porque cuando esta en disolucién acuosa, el HA
forma estructuras secundarias para estabilizarse, pudiendo llegar a formar conglomerados
de hasta 200 nm.'®> De esta manera, cuando se utilizaron mayores cantidades de HA, no se
obtuvieron Unicamente particulas de nanogel recubiertas, sino también se incrementé la
cantidad de estructuras de HA. El tratamiento con el que se obtuvo menor PDI fue en donde
se utilizd 0.5 mg de HA. El ANOVA realizado se encuentra en el Anexo 12.

Con estos datos se decidio utilizar 0.5 mg de HA para recubrir el nanogel, dado que fue la
formulacidn que arrojé menor tamafo de particula y PDI.

6.3.2 Estudio de morfologia y tamaiio de particula del nanogel recubierto a
través de SEM

Una forma de verificar que lo que se midid a través de DLS son las particulas de nanogel
recubiertas con HA; y no las estructuras secundarias del HA o esferas de nanogel incluidos
en grandes estructuras de HA, es a través de SEM.

Para la preparacion de la muestra, se colocé una pequeiia gota del centrifugado en la cinta
metalica y se dejo secar al vacio. En este caso, a diferencia del nanogel sin recubrir, no se

81



Capitulo 6. Resultados y discusién

utilizé N2 liquido, sin embargo, si se pudieron observar sin problema a los sistemas, por lo
que se deduce que el HA le confiere cierta estabilidad al nanogel.

Las micrografias obtenidas, se muestran en las Figuras 69 y 70. Primeramente, se aprecia
en la Figura 69, que a diferencia del nanogel sin recubrir, éstos presentan una forma no tan
esférica y difusa, lo cual se puede atribuir a la inclusién de las cadenas del polisacarido
adsorbidas. Ademas, las micrografias muestras diferencias en la topografia, puesto que hay
sitios en donde existe mayor cantidad de HA que en otros. La heterogeneidad en la
superficie de la particula se aprecia mejor con el efecto que da la cubierta de oro afiadida
para mejorar el contraste, pues se logran apreciar zonas en donde se aglomera mas
cantidad de este metal.

—— lpm  IIM-UMAM
10.0kV SEI SEM WD 7.9mm

10pm IIM-UNAM
10.0kV SET SEM WD 7.9mm

Figura 70. Micrografia SEM que muestra la
monodispersabilidad en tamafio y forma de los
nanogeles 7.5 2E recubiertos

Figura 69. Micrografia SEM que muestra particulas de
nanogel NV7.5 2E recubiertas con HA

— 1pm T IM-UNAM
10.0kV SEI SEM WD 7.8mm

Figura 71. Micrografia SEM que muestra el
sobrenadante separado del proceso de centrifugacion
de los nanogeles NV7.5 2E recubiertos con HA
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Estas imagenes también permitieron estudiar el tamafio de los nanogeles. Las micrografias
muestran que los sistemas recubiertos tienen un dy entre los 430 y 650 nm, lo cual coincide
con el que muestra DLS.

En la Figura 70, se puede observar que el grado de monodispersién en los tamafios y en las
formas de los sistemas no fue tan bajo como en el caso del nanogel sin recubrir, sin
embargo, contrastandolo con el PDI obtenido en DLS, éste aun muestra valores aceptables.

Se obtuvo una micrografia SEM del sobrenadante de la centrifugacion del sistema de
nanogel con HA. Esta imagen se muestra en la Figura 71. Se obtuvieron dos tipos de
sistemas. Por una parte, se tienen particulas esféricas muy pequefias, cuyo tamafio oscila
entre los 100 y 200 nm. La forma esférica en este tipo de material no es tan definida, de
manera estos sistemas no son nanogel y posiblemente sean fragmentos pequefios de HA,
pues el tamafio coincide con la forma de las estructuras secundarias que anteriormente se
comentaban. Por otro lado, hay sistemas mas grandes sin forma definida, que pueden ser
aglomerados de estos fragmentos de HA. En este sentido, no seria sorprendente tener este
tipo de sistemas grandes, dado que no existe ningln mecanismo para controlar su tamafio
y su forma. Estas imagenes comprueban, que el método de centrifugacion utilizado, es ideal
para separar las particulas de nanogel recubiertas del excedente de HA que se adiciona,
dado que las micrografias del boton obtenido no muestran este tipo de estructuras.

6.3.3 Determinacion de la cantidad de recubrimiento de HA mediante la
obtencion de densidades

Para conocer la cantidad de HA en el nanogel se realizaron ensayos de densidad, a través
de una balanza de Mohr-Westphal, un dispositivo basado en el principio de Arquimedes,
gue relaciona la densidad de un fluido con la fuerza de empuje que tiene un objeto al ser
sumergido en él. En estas determinaciones, se correlaciond la masa del HA (mua) con la
densidad de disoluciones acuosas (pHa en disolucién acuosa) de este polisacarido.

Figura 72. Curva de calibracién de la masa de HA y

Tabla 24. Obtencion de f a partir de la ¢’ calculada . . .,
su densidad en una disolucion acuosa

Repeticion p'(mg/mL) ‘ f
1 0.650 1.534 F
2 0.654 1.524 :
3 0.653 1.527 /
Promedio 0.652 1.528 I

P, en disluion acuosa (MF/ML)

0.96 4 /

092 4 7

0.90 T T T T T

o
o
4
N
N
»\
4
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Tabla 25. Ecuacion y parametros de linealizacién de la curva de
calibracién de la masa de HA y su densidad en una disolucién acuosa

mg

PHA en disolucién acuosa = 2.8395 mg_l(mHA) + 0.8926 —

L
Intercepto 0.8926 mg/mL
Pendiente 2.8395 mg?

R? 0.9945

Para la calibracién del equipo se utilizé el valor de la densidad del agua destilada a 26°C.
Para ello se obtuvo un factor de conversion (f), a través de la relacién entre su densidad
experimental (p’) y la densidad conocida (p) de 0.99688 mg/mL, como se indica:

_P
f 7

En la Tabla 24 se muestran los valores de la p’ del agua, que arrojaron una f de 1.528,
empleado para la construccion de la curva de calibracién mostrada en la Figura 72 y Tabla
25.

Para calcular el valor de la densidad medida del sobrenadante del centrifugado (phaibre), S€
multiplicé la medicidn obtenida por f. Los resultados se muestran en la Tabla 26.

Tabla 26. Valores obtenidos de la determinacion de pHa libre

Repeticion PHA libre (Mg/mL)
1 0.9290
2 0.9321
3 0.9275
Promedio 0.9295

El promedio de la praiibre Se interpold en la curva de calibracién, obteniéndose una muaiibre
promedio de 0.0130 mg, segun el calculo mostrado a continuacion:

PHA en disolucién acuosa — PHA libre

i mg
PHa libre = 2.8395 mL™" (My4 ipre) + 0.8926 -
m m m
o puatre = 0.8926 —7 _ 09295 =7 — 08926 7
Ha libre 2.8395 mL-1 2.8395 mL-1

Myaiipre = 0.0130 mg

Considerando que la masa total de HA (mHa total) adicionada al nanogel fue de 0.05 mg, la
diferencia con la muaiibre, resulta en la masa de HA unida al total de nanogel (m#a unido), tal
como se muestra:

84




Capitulo 6. Resultados y discusién

My total = MHA unido T MHA libre

Mya uniao = 0.05mg — 0.0130 mg
My unido = 0.037 mg

De este modo, la adsorcién del 0.05 mg de HA a 10 mg de nanogel, permitieron la unién de
0.037 mg del polisacdrido, lo cual equivale a un rendimiento del 74.0%, que son buenos,
dado que el HA libre se puede recuperar centrifugando.

6.3.4 Determinacidn de la cantidad de recubrimiento de HA mediante peso
molecular aparente por DLS y SLS

Para conocer la cantidad de HA que recubre a cada particula de nanogel se determiné su
peso molecular aparente a través de DLS y SLS, siguiendo el mismo método utilizado para
el nanogel sin recubrir.

0.0035 3 Tabla 27. Ecuacion y parametros de linealizacién
de la curva de Debye para nanogel NV7.5 2E
recubierto

0.0030

0.0025

0.0020

0.0015 4

Kc/R6 &KDa™")

0.0010

0.0005

Intercepto 0.00408 KDa™*

0.0000

Pendiente -0.01146 mL/mg

T T T T T T
0.10 015 0.20 025 030 035

[Nanogel recubierto] (mg/mL) R2 0.9796

Figura 73. Curva de Debye linealizada para la obtencion del
peso molecular aparente del nanogel NV7.5 2E recubierto

Se construyd una curva de Debye, usando concentraciones entre 0.1 y 0.35 mg/mL. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 73 y Tabla 27. De la grafica generada, se
obtuvo un intercepto de 0.0039 KDa?, cuyo inverso es de 245.10 KDa, que equivale al peso
aparente del nanogel recubierto. De la determinacidn realizada al nanogel sin recubrir, se
sabe que tiene un molecular aparente de 126.6 KDa. Esto arroja una diferencia de 117.87
KDa, que equivalen al peso molecular del fragmento de HA que recubre a cada particula de
nanogel, como se aprecia a continuacion:

PMNanogel recubierto = PMPartl'cula nanogel + PMRecubrimiento HA

PMRecubrimiento HA = PMNanogel recubierto — PMPartl'cula nanogel

= 245.10 KDa — 127.23 KDa
PMgecubrimiento na = 117.87 KDa
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El HA en el nanogel constituye una plataforma para incluir MTX. En este caso, el alto peso
molecular del sistema no seria impedimento para que pueda permanecer la circulacién
sistémica, dado que el HA de alto peso molecular es una sustancia enddgena.®>

6.3.5 Determinacion de la LCST del nanogel recubierto a diferentes pH
mediante turbidimetria

Una vez que se ha conseguido recubrir los nanogeles con HA, es necesario verificar que se
conserven las caracteristicas fisicas que permitan el sistema farmacéutico buscado. En este
sentido, una de las propiedades primordiales es su sensibilidad y reaccién ante estimulos
de pH y temperatura. Por esta razon, se determind la LCST del nanogel recubiertoa pH5 vy
7 mediante turbidimetria, tal como se hizo con el sistema sin HA. Los resultados obtenidos
se muestran en las Figuras 74 y 75 y en la Tabla 28.

En estas graficas se muestra que se conserva la LCST del sistema, es decir: 43°C para pH de
5; y 36.5°C para pH de 7. La razon por la que no existe alteracién en la LCST del sistema es
porque la inclusién del HA se hizo a través de interacciones fisicas, que no comprometieron
ni alteraron la estructura ya lograda en el nanogel. Como resultado no existi6 alteracién en
su balance hidrofilico e hidrofébico, ni en la capacidad de formar puentes de hidrégeno o
las interacciones entre las mismas cadenas poliméricas, asi como tampoco modifico las
contribuciones entrdpicas del sistema.

1009 T

80 4
60 4

40 3

% Trasmitancia

20 4

03 Lo

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Temperatura (°C)

70

% Transmitancia

100 <

80 -

60 <

40 4

20 -
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...........................
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25 30 35 40 45 50 55 60 65
Temperatura (°C)

Figura 74. Determinacién de LCST a pH de 5 en nanogel

NV7.5 2E recubierto

Figura 75. Determinacién de LCST a pH de 7 en nanogel

NV7.5 2E recubierto

Tabla 28. LCST a pH 5y 7 del nanogel 7.5 2E recubierto

Formulacion

pH=

5

LCST (°C)
pH=7

NV7.5 2E recubierto

43

36.5
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Por otro lado, estos datos indican que la permeacion del medio a través del HA es buena. Si
el recubrimiento de HA fuera muy denso y compacto, la entrada del disolvente en el nanogel
seria lento lo que podria provocar que el punto de inflexion de la LCST no fuera tan definido.
En este sentido, no existe cambio alguno entre ambos perfiles.

La estructura primaria del HA, se conforma por unidades repetidas de D-glucurdnico y N-
acetil-D-glucosamina, los cuales poseen una numerosa cantidad de grupos hidroxilo,
carbonilos y amidas, capaces de formar hasta 5 puentes de hidrégenos con unidades
vecinas.'®® Esta interaccién provoca la formacién de una estructura secundaria de doble
hélice,'®° que es laxa,®® por lo que no dificulta la entrada de agua a través de ella.

6.3.6 Determinacidon del tamaifio del nanogel recubierto a diferentes pH
mediante DLS

Para un mejor estudio de este sistema, se evalud sudua pH 5y 7. Los resultados obtenidos,
compardndolos con el nanogel sin recubrir, se muestran en la Tabla 29. Con base a la LCST
obtenida con turbidimetria, no se esperaba diferencias en el comportamiento de
hinchamiento y colapso de los sistemas.

Evidentemente, dado que el recubrimiento con HA, aumentd el tamafio del sistema, se
justifica el aumento en los tamafios de las particulas de nanogel para ambos estados. Se
puede observar que, para todos los casos, la diferencia en el tamafio con respecto a las
esferas sin recubrimiento oscila entre los 220 y 277 nm, que se asocia a la contribucién del
HA. En este sentido, no existe una relacidn directa con el pH del medio ni con el estado
hinchado o colapsado del nanogel. Esto porque, el HA no es sensible a esos rangos de pH ni
a latemperatura, de manera que no debe presentar cambios en su estructura al variar estas
condiciones.

Tabla 29. Comparacion entre du calculados por DLS de nanogel 7.5 2E sin y con recubrimiento

Sin recubrimiento Con recubrimiento Diferencia

Hinchado

Colapsado

Hinchado

Colapsado

Hinchado

Colapsado

451.5

173.4

672.1

439.2

220.6

265.8

315.8

99.6

593.5

350.5

277.7

250.9

El recubrimiento de HA implicd un aumento en el tamaiio de particula del sistema, sin
embargo, no seria obstdculo para poder ser administrado o para biodistribuirse por
circulacion sistémica. En primera instancia, su tamafo es ideal para circular a través de los
vasos sanguineos sin ocasionar trombosis. En ese sentido, hay que considerar que el
didmetro promedio de éstos oscila entre 1y 5 um.*38 Por otro lado, el tamafio del sistema
colapsado es menor al de los poros de las fenestraciones del pannus, que es alrededor de
600 nm,*° lo cual le permitiria ingresar con facilidad a estas zonas; pero al mismo tiempo,
se dificultaria su acceso a través de capilares sanguineos sanos, con poros que miden cerca
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de 90 nm.*38 Finalmente, el hinchamiento del nanogeles propiciaria a su permanencia en
los sitios inflamados, mediante mecanismos de vectorizacién pasiva.

6.3.7 Obtencion del pKa del nanogel recubierto a través de potenciometria

Para conocer la influencia del HA en el pK, del sistema, se realizé una titulaciéon
convencional. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 76 y Tabla 30.

Durante la determinacion, el nanogel recubierto siempre estuvo desprotonado, debido a
que el pKa del HA es de 2.9.17° Por esta razén no se alteré el valor del pKa del sistema y se
mantuvo su sensibilidad al pH.

La presencia del HA no afectard el desempefio bioldgico del sistema, dado que a condiciones
fisioldgicas nunca se llegara a un pH en el que el HA se encuentre protonado.

101

Tabla 30. Comparacion ente pKa de nanogel NV7.5
2E sin y con recubrimiento

Sin Con

recubrimiento recubrimiento

-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Volumen de NaOH adicionado (mL) pKa 682 643

Figura 76. Curva de Debye linealizada para la obtencion
del peso molecular aparente del nanogel NV7.5 2E

6.4 Inclusion de MTX en particulas de nanogel recubiertas con HA

La gran capacidad del MTX para formar puentes de hidrégeno, resultéd benéfico en su
proceso de adsorcién, dado que el nanogel recubierto posee numerosos grupos hidroxilo,
acidos carboxilicos y amidas, que estan presentes en el HA que contiene.

Para el proceso de adsorcidn Unicamente se considerd al nanogel en su forma hinchada, de
manera que se favorecieron las interacciones entre el sistema hidrofilico y los puentes de
hidrégeno que puede formar el MTX. Esto, porque a pesar de que el MTX es una molécula
hidrofdbica y que este tipo de interacciones prevalecen en un nanogel colapsado, no se
guiso optar por esta via, dado que se esperaba mayor difusion del farmaco con el nanogel
hinchado, a modo que el medio con el farmaco disuelto tuviera mayor tendencia a entrar
dentro de él.
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Para la inclusion de MTX sddico sobre el nanogel recubierto, se adecué una metodologia en
la que se pudiera separar la fraccién de farmaco unida al sistema de la fraccién libre. En este
sentido, se enfrentd con la suavidad y adhesividad del nanogel, asi como su unién débil con
el farmaco. Esto, porque el uso de fuerzas mecanicas como las de la centrifugacion, podrian
llegar a separar cierta cantidad de principio activo unido, trayendo resultados poco
confiables; ademas que el uso de filtros tampoco resultaria viable, dado que el sistema
podria quedar adherido, lo que complicaria su recuperacién para pruebas posteriores.

El método utilizado permitié mediciones directas del fdrmaco, sin la necesidad de tener que
someterlo a algun tratamiento extra. El uso de bolsas de didlisis con un tamano de poro
entre 12 y 14 KDa pudo retener a las particulas de nanogel que tienen un peso molecular
aparente de 126.6 KDa, pero al mismo tiempo posibilité la entrada y salida del farmaco en
disolucion, pues su peso molecular de 498.41 g/mol es mucho menor.

Cada bolsa de dialisis contenia una cantidad variable de MTX sédico y una cantidad fija de
nanogel recubierto en disolucion a pH de 7. Al ser puestas en un volumen fijo de una
disolucién con la misma concentraciéon de MTX sédico, se establecié un equilibrio entre la
concentraciéon de MTX sédico dentro y fuera de cada bolsa de didlisis. Conforme el MTX
sddico libre se fue adsorbiendo en el nanogel, se alteré el equilibrio del sistema de didlisis,
dado que, en ese momento, la concentracién de farmaco libre dentro de la bolsa fue menor
a la del exterior. Para volver al equilibrio, cierta cantidad de farmaco equiparable a la
adsorbida, ingresé dentro de la bolsa de didlisis. De este modo, al cuantificar la
concentracion de la disolucién de MTX sddico exterior, se pudo correlacionar con la
cantidad de farmaco que se une. Este proceso se esquematiza en la Figura 77.

[MTX]int = [MTX]ext [MTX]Jint < [MTX]ext [MTX]Jint > [MTX]ext
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Figura 77. Alteracion en el equilibrio de [MTX] entre el interior y el exterior del sistema
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La cuantificacion del MTX sddico pudo efectuarse a través de técnicas espectrométricas de
UV-VIS, porque el MTX sddico posee grupos croméforos que permiten detectar con
precisién y reproducibilidad, concentraciones minimas de hasta 0.2761 uM a una longitud
de onda de alrededor de 302 nm, segutin el medio utilizado.'’® El uso de esta metodologia,
implicé que las muestras obtenidas no contuvieran sistema. En caso contrario, no hubiera
resultado tan perjudicial, porque ninguno de los componentes puede detectarse mediante
UV-VIS, pero si pudieron llegar a alterar la linea base de las sefales.

Se realizé una cinética de adsorcidn, fijando la masa de nanogel y variando las proporciones
molares de nanogel recubierto:MTX sédico a: 1:0.1, 1:0.25, 1:0.5, 1:1, 1:2 y 1:4., a modo de
seleccionar el tiempo y la cantidad de farmaco que son adecuados para el proceso.

La Figura 78, muestra la cinética de adsorcién y la Tabla 31 indica el % de encapsulacién y
el % de entrampe, correspondientes a las 6 horas de la adsorcidn. La curva de calibraciéon
del MTX sédico en agua empleada para los cdlculos se muestra en el Anexo 13.

Figura 78. Cinética de adsorcion de las proporciones

nanogel:MTX sédico: 1:0.1, 1:0.25, 1:0.5, 1:1, 1:2, 1:4 Tabla 31. % de entrampe de farmaco a las 6 horas en
las proporciones nanogel:MTX sddico: 1:0.1, 1:0.25,
—=—1:0.1 1:0.5,1:1,1:2,1:4
1:0.25

06+ —a—1:05 Proporcién % %

y 1; Nanogel:MTX Encapsulacién Entrampe
B 14 1:0.1 0.043 0.46
2043
1:0.25 0.136 3.42
é”‘”' 1:0.5 0.078 3.93
=
gmoz- 1:1 0.046 4.67

] 1:2 0.0235 4.73

14 0.0122 4.95

00 T T T T T T

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

En la Figura 78 se observa que para todas las proporciones y a tiempos cortos se registro
una continua entrada y salida de farmaco. Esto ocurrié porque en esos momentos aln no
se llegaba al equilibrio. Este se alcanzd, a partir de las 3 horas y es cuando no existié tanta
variacion en las sefales medidas. A partir de este tiempo, la cantidad de MTX sédico unido
se incrementd, alcanzando su punto maximo a las 6 horas. Para los tiempos posteriores, la
concentracion de farmaco disminuyd, al ser expulsado debido a procesos de recambios en
los sitios de unidn o por la naturaleza débil de las interacciones.

En la Tabla 31 se aprecia el % de encapsulacién obtenido, que es la cantidad de farmaco
incluido al sistema con respecto a la cantidad total adicionada en el experimento. A medida
gue se incrementé la proporciéon nanogel recubierto: MTX sddico, el % de encapsulacion
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disminuyd, porque la cantidad de farmaco aumentd, mientras que la cantidad de nanogel
se mantuvo constante. En esta tabla, también se observa el % de entrampe, que relaciona
la masa de principio activo adsorbido en 1 g de nanogel. Se aprecia que el porcentaje
aumentd a medida que se incrementé la proporcién nanogel recubierto: MTX sddico, lo
cual quiere decir, que a proporciones bajas, el sistema aun tenia capacidad para incluir mas
farmaco, pero que éste se empezd a saturar en la proporcion 1:1, pues a partir de ese punto,
el % de entrampe varié muy poco. La concentracion maxima de MTX sddico alcanzada a las
6 horas, no cambié significativamente, al utilizar las proporciones 1:1, 1:2 y 1:4 Por esta
razon, se decidié utilizar la proporcién 1:1 para la adsorcion del MTX sddico en el nanogel y
un tiempo de 6 horas. Esto se puede observar en el ANOVA, mostrado en el Anexo 14.

Comparar los datos obtenidos con lo que muestra la literatura, resulté dificil, ya que los
articulos que reportan la adsorcion de MTX sédico en sistemas blandos como; hidrogeles,
microgeles y nanogeles, son muy pocos, ademas el tipo de método de inclusidn que utilizan
son diferentes, sin embargo, se reportan el uso de cantidades de fdirmaco menores a una
proporcién de 1:1, asi como tiempos de adsorcion que van de 3 6 4 y hasta 24 horas.17® 180
181 En este sentido, cabe mencionar que estas caracteristicas varian de acuerdo con el tipo
de materiales y componentes, asi como las caracteristicas del sistema en cuestién.

El % de entrampe obtenido a las 6 horas y con una proporcion de 1:1 de nanogel recubierto:
MTX sédico indica que se incluye una cantidad de 0.467 mg de MTX sédico por cada g de
nanogel recubierto. Esto pudiera parecer sumamente bajo, sin embargo, si se considera que
la dosis semanal de este farmaco para el tratamiento de la artritis reumatoide oscila entre
7.5 y 10 mg por semana, se necesitarian utilizar entre 1.6 y 2.1 g de nanogel,
respectivamente, para alcanzar estas cantidades de MTX sddico. Estas cantidades de
nanogel pueden ser facilmente dispersadas cantidades pequefias de agua destilada, de
modo que podria administrarse sin problemas mediante via subcutdnea, que es lo usual
para el MTX. Por esta razén este acarreador es un medio viable para administrar MTX
sédico.

6.4.1 Elaboracion de isotermas de inclusion del MTX sodico en el nanogel
recubierto con HA

Se realizé la isoterma de inclusion del nanogel recubierto con una proporcion de 1:1 de
nanogel recubierto:MTX sddico. Los resultados obtenidos se observan en la Figura 79,
mientras que el ajuste a diversos modelos se muestra en la Tabla 32.

El pardmetro empleado para determinar el modelo de isoterma de mejor ajuste fue el
coeficiente de determinacion (R?), a medida que su valor fuera mds cercano a 1.18% El
modelo de mayor ajusta fue el de Sips, también conocido como de Langmuir-Freundlich,
con una R? de 0.97226. Como su nombre lo indica, este modelo se basa en los de Langmuir
y Freundlich, simultdneamente y permite estudiar a las adsorciones heterogéneas.'® En
este caso, el nanogel recubierto no es homogéneo, porque existen zonas en su superficie
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que no contienen HA, asi como otras regiones en las que se concentra una mayor cantidad
de este polisacérido.

06 5

Tabla 32. Ajuste al modelo de isoterma de adsorcion
para nanogel NV7.5 2E recubierto con MTX sédico a

\\;

T las 6 horas

g’ 043 /’

m

> / Modelo R2

% 034

= Langmuir 0.9433
o —a— |[soterma de adsorcién a 6 horas

E 024 Modelo de Langmuir .

o Modelo de Freundiich Freundlich 0.8473

Modelo de Jovanovic-Freundlich
Modelo de Sips

<
1

Jovanovic-Freundlich 0.96778

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

C,(mg/L) Sips 0.97226

Figura 79. Isoterma de adsorcion del nanogel NV7.5 2E
recubierto con MTX sédico a las 6 horas

Tabla 33. Parametros de la isoterma de adsorcion del nanogel NV7.5 24
recubierto con MTX a las 6 horas de acuerdo con modelo de Sips

_ qs(KsCo)™
Qe =1+ (K,c)m

Parametro Valor

ds 0.4956 (mg MTX/ g nanogel)
Ks 0.2524 (L/mg)?2>288
m 2.25288

Otro tipo de isoterma para adsorbatos heterogéneos es el de Jovanovic-Freundlich, para el
cual se obtuvo una R?de 0.95166 y que fue el segundo de mejor ajuste. Este modelo
igualmente toma ciertos principios contemplados en la isoterma de Langmuir, pero a
diferencia del de Sips, es una representacion mas real del comportamiento del sistema, ya
gue considera cierto contacto entre las moléculas de adsorbente que se han adsorbido y las
que no.'8* Una posible explicacion de por qué no se tuvo tanto ajuste a este modelo, es por
la cinética de adsorcion, en la que el punto maximo se dio a las 6 horas, después de las
cuales, se presentd una diminucién en la concentracién de MTX sddico unido al nanogel,
debido a un proceso de desorcion. Es posible que, a las 6 horas, el porcentaje de farmaco
desadsorbido no haya sido tan grande, de manera que no representd una interferencia
significativa como para ajustar a Jovanovic-Freundlich.
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Es evidente que el ajuste para los modelos individuales de Langmuir y para Freundlich se
tenga un nivel de ajuste menor; con R?de 0.93196 y de 0.81676, respectivamente; dado
que el material no es homogéneo. El modelo de Sips se comporta parecido a la isoterma de
Freundlich a bajas concentraciones, pero como la de Langmuir a concentraciones mas
altas.'®> Dado que se utilizan una proporcién 1:1 (m/m) de nanogel y MTX sddico, esta
relacion se puede considerar alta y eso explica por qué el coeficiente de determinacion para
el modelo de Langmuir no es tan bajo. Considerando esta descripcién, se puede afirmar
gue a pesar de la heterogeneidad de su superficie, el nanogel recubierto posee un nimero
finito y de sitios activos equivalentes de adsorcién, que forman una monocapa.
Desafortunadamente, hay pocos articulos que refieran a la elaboracién de isotermas de
adsorcion con nanogeles y el nUmero se reduce ain mas al considerar a este sistema en
particular, de modo que resulta imposible comparar con alguna otra fuente bibliografica.

Como todas las teorias de adsorcidn, el ajuste al modelo de Sips, implica la obtencién de
ciertos parametros que brindan mas informacion del sistema, tales como: la capacidad
maxima de adsorcidn (qms), una constante de equilibrio (Ks) y el exponente de Sips (ms).183
En la Tabla 33 se muestran los valores de estos parametros. Como primer punto, se observa
un valor de gms de 0.4956, que resulta muy cercano a las capacidades maximas de absorcién
en las isotermas de Langmuir y Jovanovic-Freundlich, lo cual comprueba lo mencionado
anteriormente respecto a la similitud entre estos. Otro parametro muy informativo es el
valor del exponente de ms, que es de 2.25288, lo cual es indicativo de la no homogeneidad
del sistema, puesto que es mayor a 1, y entre mas alejado se encuentre de la unidad significa
que el sistema es mas heterogéneo.!8

A pesar de haber profundizado en el proceso de adsorcién, no existe ningun indicio que
permita descartar una posible absorcidn. Esto, porque el nanogel es un sistema blando y al
estar hinchado el farmaco puede facilmente difundir a través de los poros formados por el
entrecruzamiento entre las cadenas poliméricas. Desafortunadamente el método
empleado para la medicidon del farmaco unido y en realidad, ningin otro tipo de método
reportado, permiten diferenciar entre la fraccion adsorbida y la absorbida.

6.4.2 Estudio de la estabilidad del sistema farmacéutico a través de la
determinacion del potencial zeta con DLS

El potencial zeta de una particula coloidal brinda informacién sobre el grado de repulsién
electrostatica entre las particulas, lo que se puede correlacionar con la estabilidad de los
sistemas.

En la Tabla 34 se muestran los potenciales zeta de los nanogeles sin recubrimiento, con
recubrimiento y con farmaco adsorbido. Se aprecia que las particulas de nanogel NV7.5 2E
presentaron un potencial zeta positivo, lo cual indica la presencia de cationes en la capa
difusa. Esta carga positiva en el nanogel es debida a los grupos amina del 1VI. Se observa
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que su valor fue ligeramente cercano a 30 mV, lo cual indica que se trata de un sistema poco
estable, de acuerdo con la teoria DLVO.

Tabla 34. Potencial zeta de nanogel NV7.5 2E sin recubrir, NV7.5 2E con recubrimiento y NV7.5 2E con recubrimiento
y MTX adsorbido

Formulacion Potencial zeta (mV)

Nanogel NV7.5 2E 27.50+£0.65
Nanogel NV7.5 2E recubierto -9.87 £ 0.97
Nanogel NV7.5 2E recubierto con MTX sédico -4.56+1.03

Cuando el nanogel se recubre con HA, el potencial zeta se vuelve negativo, lo cual tiene que
ver con los grupos carboxilo que presenta, mismos que atraen a cierta cantidad de aniones
como contra-iones y dado que el recubrimiento no es homogéneo, existen zonas sin
recubrir, en donde prevalece ciertos cationes y es la razdn por la cual el valor numérico del
potencial no es muy grande. En este caso, se mejord la estabilidad del sistema, debido al
impedimento estérico de las largas cadenas de HA. Por otro lado, se aprecia que el potencial
zeta del nanogel recubierto con MTX sédico incluido fue del mismo signo que el recubierto,
pero en valor numérico disminuye. Esta ligera modificacién sucedié debido al fadrmaco en el
exterior del sistema. A pesar de este cambio, las particulas de nanogel pudieron repelerse
entre si, lo cual evitd su aglomeramiento y favorecié la estabilidad del sistema. Las
diferencias entre el potencial zeta de los sistemas se observa en el ANOVA del Anexo 15.

6.5 Estudios de liberacion in vitro de nanogeles recubiertos cargados con
MTX sddico

Para evaluar que la liberacién del MTX contenido en los nanogeles dependia del pH y la
temperatura del medio, se tomaron en cuenta las 4 condiciones que se detallan en la Tabla
35.

Se aprecia que, la condicion 1 no refiere a ninguna zona fisiolégica en particular, pero
permitido mostrar el comportamiento del sistema antes de ser administrado. Por otro lado,
con la condicién 2 se simularon las caracteristicas fisioldgicas de tejidos u érganos sanos.
Finalmente, las condiciones 3 y 4 corresponden al ambiente de las zonas inflamadas. La
diferencia entre ambas, es que la temperatura alcanzada en la condicién 4 es mayor,
permitiendo reproducir el entorno de las articulaciones artriticas.

Tabla 35. Caracteristicas de pH y temperatura de condiciones para liberacion in vitro

Condicion de liberacion pH Temperatura (°C)
1 7 25
2 7 37
3 5 37
4 5 39.5
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Las caracteristicas fisicas del nanogel dificultaron la realizacién de los experimentos de
liberacién in vitro convencionales, en los que se busca separar el sistema cargado del
farmaco liberado en las alicuotas que se toman. Esto porque tanto los métodos de
centrifugacién, como los de microfiltracion, implicaban la pérdida del sistema estudiado,
gue al no poder ser cuantificado, podia alterar los resultados en el curso del experimento.
Por esta razén se tuvo que modificar el método habitual, a modo de poder separar el
principio activo libre, sin quitar el resto del sistema cargado.

Para esto se montaron dos celdas de Franz en posicion vertical, con una membrana de
dialisis con un poro de 12 a 14 kDa, entre ellas, tal como se muestra en la Figura 80. En la
celda inferior se colocd el nanogel recubierto cargado con MTX sddico disperso en el medio
correspondiente, mientras que la celda superior se mantuvo vacia.

A través de la aplicacion de la presién generada por el vacio fue posible separar el MTX
sodico libre, al transferir el contenido de la celda superior a la inferior. Esto gracias a los
poros de la membrana de didlisis que eran lo suficientemente pequefios como para retener
al sistema con farmaco encapsulado, dejando pasar Unicamente al MTX sddico disuelto.

De este modo, se pudo separar el farmaco liberado, conservado el resto del sistema en la
celda superior. Por lo que Unicamente bastaba con adicionar mas medio en ésta, para
continuar con las demas determinaciones.

Tiempo t con cambio de
disolvente

Tiempo t

Figura 80. Sistema in vitro en celdas de Franz en diferentes tiempos a lo largo de la determinacion

Este procedimiento permitié mantener constante la cantidad de nanogel cargado durante
el transcurso de todo el experimento, conservando en todo momento las condiciones sink.
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Para realizar la cuantificacion del MTX en la cinética de liberacidn, se consideraron las curvas
de calibracién mostradas en los Anexos 16 y 17. Los resultados obtenidos en la liberacion
in vitro se presentan en la Figura 81.

Al tiempo cero de la cinética de liberacidn, se utilizé la presion de vacio, para eliminar el
farmaco no adsorbido en el sistema. Se observd que para todos los casos, esta cantidad
coincide con el excedente de MTX (MTX no absorbido) que fue cuantificado en las cinéticas
de inclusion de la seccion pasada.

A pesar del proceso de lavado realizado, se aprecia un efecto burst para todas las
condiciones, pues existe una liberacion inmediata a tiempos muy cortos. Esto implica la
presencia de cierta cantidad de fdrmaco que no logré ser extraida.

Se observa que la salida del farmaco fue mayor para las condiciones 3 y 4, liberdndose mas
del 90% de su contenido. En cambio, para las condiciones 1y 2, este porcentaje no superd
el 60%.

En las Tablas 36, 37, 38 y 39, se muestra el ajuste de datos de las cinéticas a un modelo de
liberacidn tedrico, utilizando los criterios R%, MSC, AIC y SS. Para las 4 condiciones, la
liberacion se ajustd al modelo de Peppas-Sahlin, cumpliendo en todos los casos con todos
los criterios establecidos.

—#— Condicion 1: pH 7, T=25°C
Condicién 2: pH 7, T=37°C

—&— Condicion 3: pH 5, T=37°C
Condicidén 4: pH 5, T=39.5°C

100

% MTX liberado

0 - L] L] L] L] L] L] L] 1

T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (h)

Figura 81. Cinéticas de liberacion in vitro de MTX en nanogel NV7.5 2E
recubierto en diferentes condiciones de pH y temperatura
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Tabla 36. Parametros de ajuste a modelo de cinética de liberacidn in vitro de MTX para nanogel NV7.5 2E
recubierto en condicién 1: pH=7, T=25°C

Modelo de cinética de liberacion
Parametro

de ajuste Primer . . Korsmeyer- Hixon- Peppas-
LI orden dozey Peppas Crowel Sahlin

R? -0.4113 0.8562 0.9742 0.8818 0.842 0.9864
MSC 1.3954 1.6737 3.3934 1.3914 1.5794 3.7243

AIC 79.0235 75.1373 51.0593 90.4523 74.4490 46.4288

SS 245.1390 185.7082 33.3927 480.6632 203.9935 18.2210

Tabla 37. Pardmetros de ajuste a modelo de cinética de liberacidn in vitro de MTX para nanogel NV7.5 2E
recubierto en condicién 2: pH=7, T=37°C

Modelo de cinética de liberacion
Parametro

de ajuste Primer . , Korsmeyer- Hixon- Peppas-
Orden cero orden Higuchi Peppas Crowel Sahlin

R? -1.1963 -0.3417 0.3876 0.9810 -0.6237 0.9831
MSC -1.3877 -0.8948 -0.1106 3 -1.08556 3.9220
AIC 129.3596 122.4598 111.4801 90.4523 125.1309 5.2409
SS 8929.4682 5454.9097 2489.9259 480.6632 6601.5844 68.8201

Tabla 38. Parametros de ajuste a modelo de cinética de liberacion in vitro de MTX para nanogel NV7.5 2E
recubierto en condicién 3: pH=5, T=37°C

Modelo de cinética de liberacion
Parametro

de ajuste Primer . , Korsmeyer- Hixon- Peppas-
S LG orden Higuchi Peppas Crowel Sahlin

R? -0.5879 0.5788 0.6357 0.8755 -0.6237 0.9831
MSC -0.9589 0.3684 0.5135 1.4443 -1.0856 3.1922
AIC 136.4195 117.8411 115.8091 102.7785 125.1309 65.2409
SS 14785.3623 | 3922.0220 3392.1551 1159.3393 6601.5844 68.8201

Tabla 39. Parametros de ajuste a modelo de cinética de liberacidn in vitro de MTX para nanogel NV7.5 2E
recubierto en condicién 4: pH=5, T=39.5°C

Modelo de cinética de liberacion
Parametro

de ajuste Primer , , Korsmeyer- Hixon- Peppas-

SLLNCL orden iogen Peppas Crowel Sahlin

-0.9190 0.8962 0.4844 0.9384 0.0712 0.9902

MSC -1.1862 24712 0.1284 1.1653 -0.0799 2.9082
AIC 143.5728 88.3694 125.1693 110.6526 118.4488 86.2521
SS 24645.3353 33.9145 6619.7326 2034.5759 7766.7241 308.6762
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Para todos las condiciones, el modelo de orden cero fue el que presentd menor ajuste. En
este caso, no se tiene informacion respecto al porcentaje de desintegracion de los sistemas
conforme pasa el tiempo, pero el poco ajuste pudo deberse a que se obtuvo un grado de
liberacion considerable a tiempos cortos que no fue sostenido durante todo el intervalo
estudiado.

En cuanto a las cinéticas de primer orden, se aprecia que existe un alto nivel de ajuste, dado
qgue esta teoria es aplicable para sistemas matriciales porosos. En este sentido, los
nanogeles pueden fungir como una matriz suave con poros que se forman por los
entrecruzamientos entre sus cadenas poliméricas.

El modelo de Higuchi, considera matrices con difusion Fickiana, sin embargo, toma en
cuenta algunas restricciones que no aplican para este sistema, como lo es, un grado de
hinchamiento despreciable. Como el grado de hinchamiento de estos nanogeles es
relevante en la liberacién del farmaco, el grado de ajuste a este modelo no fue tan grande.

La liberacion de farmaco a través de hidrogeles es descrita por Korsmeyer-Peppas, razén
por la que los grados de ajuste obtenidos fueron elevados.

En este caso el uso de un modelo derivado de Korsmeyer-Peppas, como el del Peppas-
Sahlin, permitié conocer la contribucion de diferentes mecanismos en el proceso de
liberacion.

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado en la literatura, pues tanto el modelo
de Korsmeyer-Peppas, como el de Peppas-Sahlin suelen ser los mas empleados para
describir la liberacidn de principios activos de microgeles y nanogeles.

70 35
60 3 30
°© 50 o 25
8 8
340 g 20
X 30 R 15
= =
X 20 X 10
10 ; 5 ]
0@ T T T 0 T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tiempo (h) Tiempo (h)
Figura 82. Ajuste de liberacidn in vitro observada (lila) Figura 83. Ajuste de liberacidn in vitro observada (rosa)
con modelo Peppas-Sahlin (verde claro) para la condicion con modelo Peppas-Sahlin (azul oscuro) para la condicidn
1 2
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Figura 84. Ajuste de liberacién in vitro observada (azul
rey) con modelo Peppas-Sahlin (amarillo) para la condicion

Figura 85. Ajuste de liberacidn in vitro observada (verde
aguamarina) con modelo Peppas-Sahlin (rojo) para la

3 condiciéon 4

Las condiciones 1, 3 y 4 tienen un pH y una temperatura que favorecen el hinchamiento del
nanogel. Para estos tres casos, la liberacidn fue inmediata y sostenida durante las primeras
10 horas del experimento y después de ese punto, se volvid mas lenta. En las Figuras 82, 84
y 85, se observa el ajuste del modelo Peppas-Salhin para estas tres condiciones. Peppas-
Salhin considera que la liberacién de principio activo se lleva a cabo mediante la
contribuciéon de dos mecanismos: uno difusional que cumple la teoria de Fick; y otro de
relajacion. La seleccidon del mecanismo de liberacién se hace en funcién a los valores de las
constantes ki y kz; también llamados F, para la difusién de Fick; y R, en la relajacién,
respectivamente. Para la determinacidn de F y R, se debe realizar el ajuste considerando
hasta el tiempo en el que se ha liberado el 60% del contenido total de principio activo en el
nanogel. En la Tabla 40, se muestra que los valores de este ajuste no varian
significativamente respecto al realizado hasta el 100%.

Tabla 40. Parametros de ajuste a modelo Peppas-Sahlin para la liberacidén del 60% de MTX en nanogel NV7.5 2E
recubierto para los medios 3y 4

Modelo de cinética de liberacion

Parametro

de ajuste
100% 60% 100% 60%
0.9831 0.973 0.9902 0.9955
MSC 3.1922 2.4142 2.9082 3.4696
AIC 65.2409 46.7859 86.2521 28.0417
SS 68.8201 92.9231 308.6762 23.3084
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Los parametros cinéticos del modelo Peppas-Sahlin obtenidos con el ajuste de datos al 60%,
se muestran en la Tabla 41. Se aprecia que para las condiciones 1, 3 y 4, el valor de F fue
muy superior al de R. Esto quiere decir que en el proceso de liberacion prevalecié el
mecanismo de difusion sobre el de la relajaciéon. De este modo, el MTX sddico que se
encontraba encapsulado en el sistema, pudo difundir facilmente al favorecer su grado de
hinchamiento.

Tabla 41. Parametros cinéticos del modelo Peppas-Sahlin para la liberacion de MTX en nanogel NV7.5 2E
recubierto para los medios 1,2,3y 4

Medio F (k) R (k2) n
1 28.363 -3.388 0.45
2 4.020 0.450 0.45
3 28.538 0.678 0.45
4 20.353 12.569 0.45

En la condicion 4, el valor de R se incrementé considerablemente, debido a que el
hinchamiento presentado del sistema fue mayor. Como consecuencia, la densidad de
entrecruzamiento en las cadenas poliméricas del nanogel disminuyd y el sistema se relajo.
Cuando esto sucedid, el tamafo de los espacios entre los entrecruzamientos se incremento,
facilitando la salida del farmaco.

En la condicién 1, el grado de hinchamiento en el sistema fue menor, porque presentd un
menor cardcter hidrofilico. Esto provocé que la cantidad de farmaco liberado no fuera tan
grande en comparacion a lo ocurrido con las condiciones 3 y 4.

La liberacion en la condicién 2 tiene un comportamiento diferente, porque el sistema se
encontraba colapsado. La Figura 83 muestra el ajuste del modelo Peppas-Sahlin con la
cinética de liberacién obtenida. En este caso, las cadenas poliméricas del nanogel se
encontraban mas comprimidas, razon por la cual el sistema presenté un valor de F de 4.020,
gue es muy por debajo de los valores obtenidos cuando el nanogel estaba hinchado. Por
ese motivo se esperaba que la difusion del farmaco hacia el medio fuera mas lenta. Por otro
lado, el valor de R obtenido fue muy pequefio, puesto que las cadenas poliméricas del
sistema no estaban relajadas. Estos factores contribuyeron a que se haya liberado
Unicamente el 30% del contenido total.

Los ANOVA mostrados en el Anexo 18 y 19, muestran que los parametros F y R son
diferentes para todas las condiciones evaluadas

El modelo de Peppas-Salhin, arroja un exponente m, cuyo valor es capaz de predecir la
geometria del sistema. Para todas las condiciones, éste fue de 0.45, lo cual corresponde a
una geometria de cilindro. Esto coincide con la morfologia alargada mostrada por las
micrografias de SEM. Se observa, que el valor de m en la condicién 2, también fue de 0.45,
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por lo que, a pesar del colapso, el sistema conservd su forma, ya que el HA se mantuvo
unido a él.

Con estos resultados, se observa que el nanogel recubierto desarrollado fue capaz de
controlar la liberacion del MTX sédico ante las condiciones de pH y temperatura de las
articulaciones inflamadas, por lo que podria ser empleado para el tratamiento de la artritis
reumatoide u otra enfermedad que presente un ambiente patoldgico similar. Cabe sefialar
gue el nanogel no debe formularse en medios liquidos, puesto que, se favoreceria su
hinchamiento y difundiria cierta cantidad de farmaco, antes de ser administrado. Para
resolver este problema, lo ideal seria mantener el nanogel liofilizado y suspenderlo
instantes antes de su administracién, a modo de mantener la mayor cantidad de MTX
dentro del sistema.
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Capitulo 7. Conclusiones

Se obtuvieron particulas de nanogel monodispersas con el método de precipitacion por
polimerizacién radicalaria, al modificar la temperatura y el volumen del medio en el que se
efectlo la reaccion.

Se encontrd que para generar nanogeles con una LCST de 36.5°Ca pH 7; y de 47°Ca pH 5;
se necesita una proporcién de NIPAM: 1 VI: MBA de 90.5: 7.5: 2.

Se consiguieron particulas de nanogel de 127.23 KDa con un du que oscilé entre 99.6 nm,
en su estado colapsado; a 451 nm, en su forma hinchada.

Las titulaciones potenciométricas mostraron que los grupos de 1VI del nanogel obtenido,
se distribuyeron mayoritariamente en su superficie.

Los estudios reolégicos mostraron que el nanogel presenté el comportamiento de un fluido
no Newtoniano que adelgaza.

Se obtuvieron particulas estables de nanogel recubierto con un rendimiento del 74.0%, al
adsorber fisicamente HA sddico.

El HA sddico adicionado incrementd en 200 nm, el tamaio de las particulas de nanogel;
ademads que aumentd en 117.87 KDa, su peso molecular.

Se comprobd que la presencia del HA sddico no afecté el comportamiento del nanogel ante
los estimulos de pH y temperatura.

Se evidencio que se necesita un tiempo de 6 horas y una proporcién de nanogel recubierto:
MTX sddico de 1: 1, para alcanzar un % de entrampe del 4.67%.

Se encontré que el proceso de adsorcién del MTX en las particulas de nanogel recubiertas
sigue un modelo de Sips.

Se observd que en medios con pH 5 y a temperaturas superiores a 37°C, el sistema fue capaz
de liberar en 12 horas mas del 90% del MTX contenido; pero que un pH de 7 y a
temperaturas menores a 37°C, esta liberacidn no superd el 60% en 24 horas.

Se encontré que el modelo de liberacion de mejor ajuste para todas las condiciones
evaluadas fue el de Peppas-Sahlin.

El modelo Peppas-Sahlin mostrd que la liberacidon del MTX del nanogel se efectud a través
de un mecanismo de difusidn Fickiana en un sistema de forma cilindrica.
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La formulacién de un sistema farmacéutico es un proceso arduo que requiere comprobar la
total bioequivalencia del mismo con respecto a los productos innovadores o de referencia
gue ya se comercializan.

Hasta este punto, con este trabajo se ha cubierto la preformulacién y una parte de la
formulacion del sistema. En este sentido, en el caso de su preformulacién, se han
considerado las caracteristicas del farmaco en cuestién, asi como las de la artritis
reumatoide para la seleccion de los excipientes. En cuanto al proceso de formulacion, el
nanogel ha sido caracterizado fisica y quimicamente, ademds que se ha estudiado su
comportamiento simulando condiciones fisiolégicas de salud y las patoldgicas, sin embargo
aun no se tiene informacidn sobre su biocompatibilidad, por lo que seria deseable efectuar
pruebas citolégicas. Por otro lado, resulta necesaria la realizacion de ensayos in vivo,
particularmente en modelos de animales, a fin de comprobar la funcionalidad del sistema
y determinar las posibles ventajas que trae sobre las formas farmacéuticas convencionales
actualmente usadas.

Finalmente, cabe sefalar que hace falta proponer una forma adecuada para su
administracién, ya sea como liofilizado dispersable o en disolucién. Una vez logrado esto,
es necesario conocer la estabilidad del sistema, de acuerdo con lo estipulado por la NOM-
073-SSA1-2015. Cuando ya se logre obtener un preparado basado en el nanogel, se debe
seguir lo marcado por la NOM-177-SSA1-1998, respecto a las pruebas y los procedimientos
gue demostraran su intercambiabilidad. Aunado a esto, seria muy deseable trabajar en el
mejoramiento de los procesos de la sintesis del sistema y posteriormente esto permitiria
proponer su escalamiento.

Una vez realizado todo este proceso descrito y de obtener resultados satisfactorios, el
sistema propuesto en este trabajo podria llegar a ser comercializado.
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Capitulo 10. Anexos

Anexo 1. ANOVA para determinar el efecto del volumen de reaccidon para la
sintesis de nanogeles en su dy

Tabla 42. Tratamientos y simbologia de ANOVA para diferencia en d+ al variar el volumen de reaccién para la
sintesis de nanogeles

20 mL X,
200 mL X5
500 mL Xc

Tabla 43. Parametro de ANOVA para diferencia en du al variar el volumen de reaccién para la sintesis de
nanogeles

Hipétesis verdadera

(Ho) Hipétesis nula (Hi) Direccionalidad
0

X, =Xz =X, X, # Xg + X¢ 1 0.05

Tabla 44. ANOVA para diferencia en dy al variar el volumen de reaccidn para la sintesis de nanogeles

Tratamiento 485.13 2 242.57 1.07806
Residuo 1350.01 6 225.00
Total 1835.14 8

Tabla 45. Conclusiones de ANOVA para diferencia en du al variar el volumen de reaccidn para la sintesis de
nanogeles

Conclusion

Con un 95% de confianza; acepta Ho, lo cual quiere decir
ue hay evidencia para afirmar que no existen
1.07806 5.14 guehayevidencia p a ,
diferencias significativas en el du de las particulas de
nanogel al variar el volumen de reaccion para su sintesis
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Anexo 2. ANOVA para determinar el efecto del volumen de reaccién para la

sintesis de nanogeles en su PDI

Tabla 46. Tratamientos y simbologia de ANOVA para diferencia en dn al variar el volumen de reaccién para la

sintesis de nanogeles

Tratamiento Media de réplicas de PDI

20 mL X4
200 mL Xz
500 mL Xc

Tabla 47. Parametro de ANOVA para diferencia en dn al variar el volumen de reaccién para la sintesis de

Hipétesis verdadera

Hipétesis nula (Hi1)

nanogeles

Direccionalidad

(Ho)
X, =Xp =X

X, # Xp # Xc

0.05

Tabla 48. ANOVA para diferencia en d al variar el volumen de reaccidn para la sintesis de nanogeles
Grados libertad Cuadrado medio

cuadrados (SC)

Suma de

(GL)

(CM)

Tratamiento 0.0538 2 0.0269 7.9638
Residuo 0.0203 6 0.0034
Total 0.0741 8

Tabla 49. Conclusiones de ANOVA para diferencia en PDI al variar el volumen de reaccién para la sintesis de

nanogeles

7.9638

5.14

Conclusion

Con un 95% de confianza; se rechaza Ho, lo cual quiere
decir que hay evidencia para afirmar que existen
diferencias significativas en el PDI de las particulas de
nanogel al variar el volumen de reaccion para su sintesis
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Anexo 3. ANOVA de dos vias para determinar el efecto del porcentaje de 1Vl en la
LCST de los nanogeles con 2% de MBA a diferentes pH

Tabla 50. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles
con 2% de MBA a diferentes pH

Tratamiento 1 (1VI), Tratamiento 2 (pH) Media de réplicas de PDI

5% 1Vl a pH=7 X,
5% 1VI a pH=5 X5
7.5% 1VI a pH=7 Xc
7.5% 1Vl a pH=5 Xp
10% 1VI a pH=7 Xe
10% 1VI a pH=5 Xr
15% 1Vl a pH=7 X
15% 1Vl a pH=5 Xy

Tabla 51. Parametro de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles con 2% de
MBA a diferentes pH

Hipétesis verdadera (Ho) Hipétesis nula (Hi) Direccionalidad

Xa=Xp=Xc=Xp=Xg=Xp | Xy #Xp#Xc #Xp # Xg # Xr

= == 1 0.05
= Ag = Ay #:XG#:XH

Tabla 52. ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1Vl en la LCST de los nanogeles con 2% de MBA a diferentes
pH

Suma de Grados libertad Cuadrado medio (CM) Fo

cuadrados (SC) (GL)
Tratamiento 1 93.75 3 31.26 5.08
Tratamiento 2 264.50 1 264.50 43.04
Residuo 18.44 3 6.15
Total 367.69 7

Tabla 53. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles con 2% de
MBA a diferentes pH

Fo1 Fc1 Foz2 Fc2
Conclusién
Con un 95% de confianza; se acepta Ho para tratamiento 1; y se rechaza Ho para tratamiento 2, lo
cual quiere decir que hay evidencia para afirmar que no existen diferencias significativas entre la
LCST al utilizar esas proporciones de 1VI, pero si hay diferencia al variar el pH.

113



Capitulo 10. Anexos

Anexo 4. ANOVA de dos vias para determinar el efecto del porcentaje de 1Vl en la
LCST de los nanogeles con 5% de MBA a diferentes pH

Tabla 54. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles
con 5% de MBA a diferentes pH

Tratamiento 1 (1VI), Tratamiento 2 (pH) Media de réplicas de PDI

5% 1Vl a pH=7 X4
5% 1Vl a pH=5 Xg
7.5% 1VI a pH=7 Xc
7.5% 1VI a pH=5 Xp
10% 1VI a pH=7 Xe
10% 1VI a pH=5 X
15% 1VI a pH=7 X;
15% 1VI a pH=5 Xy

Tabla 55. Parametro de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles con 5% de
MBA a diferentes pH

Hipétesis verdadera (Ho) Hipétesis nula (H1) Direccionalidad

Xa=Xp=Xc=Xp=Xg=Xp | Xy #Xp#Xc #Xp # Xg # Xr

= == 1 0.05
= Ag = Ay #:XG#:XH

Tabla 56. ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1Vl en la LCST de los nanogeles con 5% de MBA a diferentes
pH

Suma de Grados libertad Cuadrado medio (CM) Fo

cuadrados (SC) (GL)
Tratamiento 1 111.75 3 37.25 3.61
Tratamiento 2 283.50 1 282.50 27.39
Residuo 18.44 3 6.15
Total 367.69 7

Tabla 57. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles con 5% de
MBA a diferentes pH

Fo1 Fc1 Foz2 Fc2
Conclusién
Con un 95% de confianza; se acepta Ho para tratamiento 1; y se rechaza Ho para tratamiento 2, lo
cual quiere decir que hay evidencia para afirmar que no existen diferencias significativas entre la
LCST al utilizar esas proporciones de 1VI, pero si hay diferencia al variar el pH
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Anexo 5. ANOVA de dos vias para determinar el efecto del porcentaje de MBA en
la LCST de los nanogeles con 5% de 1VI a diferentes pH

Tabla 58. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles
con 5% de MBA a diferentes pH

Tratamiento 1 (1VI), Tratamiento 2 (pH) Media de réplicas de PDI

2% MBA a pH=7 X4
2% MBA a pH=5 Xg
5% MBA a pH=7 X
5% MBA a pH=5 Xp
10% MBA a pH=7 Xe
10% MBA a pH=5 Xr

Tabla 59. Parametro de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles con 5% de
MBA a diferentes pH

Hipdtesis verdadera (Ho) Hipoétesis nula (H1) Direccionalidad

Xo=Xp=Xc=Xp=Xg=X¢

Xa#Xg = Xc+Xp = Xg + Xr 1 0.05

Tabla 60. ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1Vl en la LCST de los nanogeles con 5% de MBA a diferentes

pH
cuasdl:?dao:?SC) Grado(sGlll-l;ertad Cuadrado medio (CM) Fo
Tratamiento 1 620.25 2 310.13 5.04
Tratamiento 2 1026.75 1 1026.75 16.69
Residuo 246.06 4 61.52
Total 1893.06 7

Tabla 61. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles con 5% de
MBA a diferentes pH

F Fo

01 Fc 2 Fc2
504 | 694 [ 1669 | 771

Conclusién
Con un 95% de confianza; se acepta Ho para tratamiento 1; y se rechaza Ho para tratamiento 2, lo
cual quiere decir que hay evidencia para afirmar que no existen diferencias significativas entre la
LCST al utilizar esas proporciones de MBA, pero si hay diferencia al variar el pH
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Anexo 6. ANOVA de dos vias para determinar el efecto del porcentaje de MBA en
la LCST de los nanogeles con 7.5% de 1VI a diferentes pH

Tabla 62. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles
con 7.5% de MBA a diferentes pH

2% MBA a pH=7 X4
2% MBA a pH=5 Xg
5% MBA a pH=7 X
5% MBA a pH=5 Xy
10% MBA a pH=7 Xe
10% MBA a pH=5 X

Tabla 63. Parametro de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles con 7.5% de
MBA a diferentes pH

Hipdtesis verdadera (Ho) Hipoétesis nula (H1) Direccionalidad

Xo=Xp=Xc=Xp=Xg=X¢

Xa#Xg = Xc+Xp = Xg + Xr 1 0.05

Tabla 64. ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1Vl en la LCST de los nanogeles con 7.5% de MBA a
diferentes pH

Suma de Grados libertad .
cuadrados (SC) (GL) Cuadrado medio (CM)
Tratamiento 1 805.49 2 279.27 6.79
Tratamiento 2 1242.23 1 1242.23 30.20
Residuo 164.52 4 41.13
Total 2212.25 7

Tabla 65. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto del porcentaje de 1VI en la LCST de los nanogeles con 7.5% de
MBA a diferentes pH

F Fo

01 Fc 2 Fc2
679 | 694 [ 302 | 771

Conclusion
Con un 95% de confianza; se acepta Ho para tratamiento 1; y se rechaza Ho para tratamiento 2, lo
cual quiere decir que hay evidencia para afirmar que no existen diferencias significativas entre la
LCST al utilizar esas proporciones de MBA, pero si hay diferencia al variar el pH
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Anexo 7. ANOVA para determinar el efecto del porcentaje de MBA en su du

Tabla 66. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Tratamiento (%MBA) Media de réplicas de du

2 X4
7.5 Xg
10 Xc

Tabla 67. Parametro de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Hipétesis verdadera
(Ho) ]
Xy =Xp =X X, # X # X 1 0.05

Hipétesis nula (Hi) Direccionalidad

Tabla 68. ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du
d U€E dU U D E d U dUildU0 2Q10

Tratamiento 2968.26 2 1284.13 11.73
Residuo 759.31 6 126.55
Total 3727.57 8

Tabla 69. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Conclusion

Con un 95% de confianza, se rechaza Ho; lo cual quiere
decir que hay evidencia para afirmar que existen
diferencias significativas en el dy de las particulas de
nanogel al variar el porcentaje de MBA utilizado.

11.73 5.14
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Anexo 8. ANOVA para determinar el efecto del porcentaje de MBA en su PDI

Tabla 70. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Tratamiento (%MBA) Media de réplicas de du

2 Xa
7.5 Xp
10 Xc

Tabla 71. Parametro de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Hipétesis verdadera
(Ho)
Xy =Xp =X X, # X # X 1 0.05

Hipétesis nula (H1) Direccionalidad

Suma de Grados libertad Cuadrado medio
cuadrados (SC) (GL) (CM)
Tratamiento 0.003459 2 0.001730 0.3196
Residuo 0.032468 6 0.005411 \
Total 0.035927 8

Tabla 73. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Conclusion

Con un 95% de confianza, se Acepta Ho; lo cual quiere
decir que hay evidencia para afirmar que no existen
diferencias significativas en el PDI de las particulas de
nanogel al variar el porcentaje de MBA utilizado.

0.3196 5.14
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Anexo 9. ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el dy
de los nanogeles al variar el pH

Tabla 74. Tratamientos y simbologia de ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el dvde los
nanogeles al variar el pH

Tratamiento 1 (Temperatura), Tratamiento 2 (pH) Media de réplicas de PDI
25°C a pH=7 X,
25°C a pH=5 Xp
30°C a pH=7 Xc
30°C a pH=5 Xp
40°C a pH=7 Xe
40°C a pH=5 Xr
45°C a pH=7 Xg
45°C a pH=5 Xy
50°C a pH=7 X,
50°C a pH=5 X,

Tabla 75. Parametro de ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el du de los nanogeles al

variar el pH
Hipétesis verdadera (Ho) Hipétesis nula (Hi) Direccionalidad
Xy=Xg=Xc=Xp =Xp X, # Xg #+ Xc # Xp # Xp

Tabla 76. ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el dude los nanogeles al variar el pH

Suma de Grados libertad .
cuadrados (SC) (GL) Cuadrado medio (CM)
Tratamiento 1 112259.024 5 22451.805 4.24
Tratamiento 2 137779.352 1 127779.352 24.14
Residuo 37050.171 7 5292.882
Total 277088.547 13

Tabla 77. Conclusiones de ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el dy de los nanogeles al
variar el pH

F Fo

01 Fc1 2 Fc2
Conclusién
Con un 95% de confianza; se rechaza Hp para los tratamientos 1y 2, lo cual quiere decir que hay
evidencia para afirmar que existen diferencias significativas entre el du del nanogel al variar la
temperatura y el pH

119



Capitulo 10. Anexos

Anexo 10. ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el
PDI de los nanogeles al variar el pH

Tabla 78. Tratamientos y simbologia de ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el PDI de los
nanogeles al variar el pH

Tratamiento 1 (Temperatura), Tratamiento 2 (pH) Media de réplicas de PDI
25°C a pH=7 X,
25°C a pH=5 Xg
30°C a pH=7 Xc
30°C a pH=5 Xp
40°C a pH=7 Xz
40°C a pH=5 Xr
45°C a pH=7 Xg
45°C a pH=5 Xy
50°C a pH=7 X;
50°C a pH=5 X,

Tabla 79. Parametro de ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el PDI de los nanogeles al

variar el pH
Hipdtesis verdadera (Ho) Hipétesis nula (H1) Direccionalidad
Xy =Xp=Xc=Xp =Xz Xy # Xp #Xc # Xp # Xg
=Xr=X; =Xy +Xp#+ X # Xy 1 0.05
=X =X, =X X,

Suma de Grados libertad .
cuadrados (SC) (GL) Cuadrado medio (CM)
Tratamiento 1 0.05989 5 0.01196 3.11
Tratamiento 2 0.05842 1 0.058427 15.14
Residuo 0.02699 7 0.003856
Total 0.1453 13

Tabla 81. Conclusiones de ANOVA de dos vias para determinar el efecto de la temperatura en el PDI de los nanogeles al
variar el pH

F Fo

01 Fc1 2 Fc2
Conclusion
Con un 95% de confianza; se rechaza Ho para los tratamientos 1y 2, lo cual quiere decir que hay
evidencia para afirmar que existen diferencias significativas entre el PDI del nanogel al variar la
temperatura y el pH
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Anexo 11. ANOVA para determinar el efecto de la [HA] en el du de nos nanogeles
recubiertos

Tabla 82. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Tratamiento ([HA]) Media de réplicas de du

0.1 X,
0.25 Xp
0.4 Xc
0.5 Xy

1 Xe
1.5 Xr

Tabla 83. Parametro de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Hipétesis verdadera (Ho)

Hipétesis nula (Hi)
X, # Xg # Xc # Xp # Xp
* Xp

Direccionalidad
X,=Xp=Xc=Xp

< 1 .
_X, =X, 0.05

Tabla 84. ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du
Suma de Grados libertad Cuadrado medio
(GL) (CM)

cuadrados (SC)

Tratamiento 458577506 5 91715501 8.01
Residuo 137401500 12 11450125
Total 595979006 17

Tabla 85. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su du

Conclusion

8.01

4.39

Con un 95% de confianza, se rechaza Ho; lo cual quiere
decir que hay evidencia para afirmar que existen
diferencias significativas entre el dy del nanogel

recubierto al variar la [HA] usada.
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Anexo 12. ANOVA para determinar el efecto de la [HA] en el PDI de nos nanogeles
recubiertos

Tabla 86. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su PDI

Tratamiento ([HA]) Media de réplicas de du

0.1 X,
0.25 Xg
0.4 X
0.5 Xp
1 Xg
1.5 Xr

Tabla 87. Parametro de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su PDI

Hipétesis verdadera (Ho) \ Hipétesis nula (Hi) Direccionalidad
Xa=Xg=Xc=Xp
= XE = XF * XF

1 0.05

Tratamiento 0.5001 5 0.100013 10.13
Residuo 0.1184 12 0.009873
Total 0.6185 17

Tabla 89. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto de porcentaje de MBA en su PDI

Conclusion

Con un 95% de confianza, se rechaza Ho; lo cual quiere
decir que hay evidencia para afirmar que existen
diferencias significativas entre el PDI del nanogel

recubierto al variar la [HA] usada.

8.01 3.11
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Anexo 13. Curva de calibracion de MTX sédico en agua

094 Tabla 90. Ecuacion y pardametros de
o8 linealizacion de la curva de calibracién de
' MTX sdédico en agua
0.7 4
0.6
K]
Q
% 0.5 4
2
3041 Intercepto 0.0191
< .
03 Pendiente 225772 L/mol
02 R? 0.9984
0.14
0.0 T T T T T T T )
0  5x10™ 1x10° 2x10° 2x10° 2x10° 3x10° 3x10° 4x10°
[MTX] (mol/L)

Figura 87. Curva de calibracién de MTX sédico en agua
considerando una absorcidn maxima en 302.18 nm
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Anexo 14. ANOVA para determinar el efecto de la proporcion nanogel: MTX en el
porcentaje de MTX adsorbido

Tabla 91. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar efecto de la proporcidon nanogel: MTX en el
porcentaje de MTX adsorbido

1:0.1 X,
1: 0.25 Xg
1: 0.5 Xc
1:1 Xp
1:2 Xz
1:4 Xr

Tabla 92. Pardmetro de ANOVA para determinar efecto de la proporcion nanogel: MTX en el porcentaje de MTX
adsorbido

Hipétesis verdadera (Ho) \ Hipétesis nula (Hi) Direccionalidad

1 0.05

Suma de Grados libertad Cuadrado medio
cuadrados (SC) (GL) (CM)
Tratamiento 4180.63 5 836.13 5530.33
Residuo 1.81 12 0.1511
Total 4182.45 17

Tabla 94. Conclusiones de ANOVA para determinar efecto de la proporcidon nanogel: MTX en el porcentaje de
MTX adsorbido

Conclusion

Con un 95% de confianza, se rechaza Ho; lo cual quiere
5530 33 311 . deC|r.que. ha.y. eV|.denC|a para afirmar qU(.e,eX|sten
diferencias significativas entre el la proporciéon nanogel:
MTX y el porcentaje de adsorcion del MTX.
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Anexo 15. ANOVA para determinar el efecto del sistema en el potencial zeta

Tabla 95. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar el efecto del sistema en el potencial zeta

Tratamiento (Sistema) Media de réplicas de du

Nanogel NV7.5 22 X,
Nanogel NV7.5 22 recubierto Xp
Nanogel NV7.5 22 recubierto con MTX Xc

Tabla 96. Parametro de ANOVA para determinar el efecto del sistema en el potencial zeta

Hipétesis verdadera

Hipétesis nula (H1) Direccionalidad

(Ho)
X,=Xp=Xc X, # Xg + Xc 1 0.05

Suma de Grados libertad Cuadrado medio
cuadrados (SC) (GL) (CM)
Tratamiento 2295.10 2 1147.55 86.57
Residuo 79.53 6 13.26
Total 2374.63 8

Tabla 97. Conclusiones de ANOVA para determinar el efecto del sistema en el potencial zeta

Conclusion

Con un 95% de confianza; rechaza Ho, lo cual quiere
decir que hay evidencia para afirmar que existen
diferencias significativas en el du de las particulas de
nanogel al variar el volumen de reaccion para su sintesis

86.57 5.14
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Anexo 16. Curva de calibracion de MTX sddico en disolucion amortiguadora
de fosfatos (KH2PO4/K;HPO4) 0.1 M

Tabla 98. Ecuacion y pardmetros de
0.9 - linealizacion de la curva de curva de
_ calibracién de MTX sddico en disolucion
087 A amortiguadora de fosfatos (KH2PO4/K2HPO4)
0.7 ) 0.1M
0.6 4 p
o ¢
[}
& 051 °
2
3044 -
< 0 g Intercepto 0.00910
p Pendiente 231347 L/mol
0.2 4
. R? 0.9967
0.1 4 *
00 - T T T T T T T 1
0 5x10™ 1x10° 2x10° 2x10° 2x10° 3x10° 3x10° 4x10°
[MTX] (mol/L)

Figura 88. Curva de calibracién de MTX sddico en disolucidn
amortiguadora de fosfatos (KH2PO4/K2HPQ4) 0.1 M,
considerando una absorbancia maxima en 307.11 nm

Anexo 17. Curva de calibracion de MTX sddico en disolucion amortiguadora
de citratos (CsHsO7/ NasCsHs07) 0.1 M.

Tabla 99. Ecuacion y parametros de
linealizacion de la curva de calibracién de MTX
. sodico en disolucion amortiguadora de

citratos ( CsHsO7/ NazCsHs07) 0.1 M

L
Absorbancia = 234468 — [MTX]

" / mol

2009 + 0.0249

Absorbancia
o o
iN v

Intercepto 0.0249
ol Pendiente 234468 L/mol
o] R? 0.9976
0.14
0.0

T T T T T T T ]
0  5x10™ 1x10° 2x10° 2x10° 2x10° 3x10° 3x10° 4x10°
[MTX] (mol/L)

Figura 89. Curva de calibracion de MTX sddico en disolucion
amortiguadora de citratos ( CsHsO7/ Na3CsHs07) 0.1 M,
considerando una absorbancia maxima en 302.01 nm
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Anexo 18. ANOVA para determinar el efecto del medio en parametro F del modelo
Peppas-Sahlin

Tabla 100. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar el efecto del medio en el pardmetro F del
modelo Peppas-Sahlin

Tratamiento (Medio) Media de réplicas de du

Medio 1 X4
Medio 2 Xp
Medio 3 Xc
Medio 4 Xp

Tabla 101. Parametro de ANOVA para determinar el efecto del medio en el pardmetro F del modelo Peppas-
Sahlin

Hipétesis verdadera

Hipétesis nula (Hi) Direccionalidad

XA:XB:XC:XD XA;tXBiXC:'tXD

Tratamiento 1193.54 3 397.85 1597789.6
Residuo 0.00192 8 0.000294
Total 1193.55 11

Tabla 103. Conclusiones de ANOVA para determinar el efecto del medio en el parametro F del modelo Peppas-
Sahlin

Conclusion

Con un 95% de confianza; se rechaza Ho, lo cual quiere
decir que hay evidencia para afirmar que existen
diferencias significativas en el parametro F del modelo
Peppas-Sahlin al variar el medio

1597789.6 4.07
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Anexo 19. ANOVA para determinar el efecto del medio en parametro R del modelo
Peppas-Sahlin

Tabla 104. Tratamientos y simbologia de ANOVA para determinar el efecto del medio en el parametro R del
modelo Peppas-Sahlin

Tratamiento (Medio) Media de réplicas de du

Medio 1 X4
Medio 2 Xg
Medio 3 Xc
Medio 4 Xp

Tabla 105. Parametro de ANOVA para determinar el efecto del medio en el pardmetro F del modelo Peppas-
Sahlin

Hipotesis verdadera . . .
P SN Direccionalidad

Hipétesis nula (Hi)

Xp | Xy#Xg #Xc#Xp 1 0.05

Tabla 106. ANOVA para determinar el efecto del medio en el pardmetro R del modelo Peppas-Sahlin

Tratamiento 429.23 3 143.08 119947.70
Residuo 0.009542 8 0.001193
Total 429.24 11

Tabla 107. Conclusiones de ANOVA para determinar el efecto del medio en el parametro R del modelo Peppas-

Sahlin

Conclusion

119947.70

4.07

Con un 95% de confianza; se rechaza Ho, lo cual quiere
decir que hay evidencia para afirmar que existen
diferencias significativas en el parametro R del modelo
Peppas-Sahlin al variar el medio
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