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1 Resumen

La administracion de farmacos al ojo se ve obstaculizada por su gran hermeticidad,
asi como los mecanismos de limpieza y drenado presentes en este 6rgano.
Derivado de los retos que presenta la administracion de farmacos dirigidos al ojo, el
presente trabajo consistid en el desarrollo y caracterizacion de un parche con
microagujas a partir de una formulacion hibrida, cargadas con magnetita intercalada
en laponita. Las nanoparticulas magnéticas se sintetizaron por el método de
coprecipitacion en presencia de laponita como agente estabilizador. El producto fue
separado por decantacion magnética, lavado con agua desionizada y secado al
vacio. Este fue analizado por medio de difraccion de rayos X de polvos, la aportacion
de la magnetita fue determinada por medio de la realizacion de refinamientos de
Rietveld y el tamafio de cristalito se calculé por medio de la ecuacion de Scherrer.
Por su parte, se fabricaron peliculas de alginato de sodio por el método de moldeo;
las cuales fueron secadas en incubadora a 45°C. Una vez secas, las peliculas
fueron estudiadas por medio de pruebas de tensién, donde se determiné su médulo

de Young 0.2% de deformacion.

El tamafio de las nanoparticulas de magnetita y el médulo de Young de las peliculas
fue optimizada por medio del uso del disefio de experimentos de dos factores tipo
CCD- centrado a la cara y de tres factores tipo Box-Behnken, respectivamente. Las
nanoparticulas y peliculas optimizadas fueron posteriormente caracterizadas
mediante diferentes técnicas. De esta manera, las nanoparticulas empleadas
presentaron un tamafio promedio de (9.7 + 0.21) nm, mientras que la pelicula
formadora de microagujas presenté un médulo de Young de (1654.73 + 165.67)
MPa.

Ambos elementos fueron mezclados en una formulacién final para la fabricacién del
parche con microagujas. El molde para su fabricacion se realizd por medio de
indentacion con un rodillo de microagujas de acero inoxidable sobre base de
parafina. La técnica de micromoldeo se usO para la fabricacion del parche con
microagujas. Los parches fabricados se caracterizaron por medio de microscopia y



se les cuantifico la cantidad de hierro en ellas. Las microagujas tienen un largo de
(635.74 £ 75.04) ym y ancho de (261.81+ 8.30) ym con una cantidad de
nanoparticulas de magnetita de (31.658 + 8.431) ug.

2 Introduccién

El ojo, un érgano complejo responsable de la vision, representa una de las partes
del cuerpo humano con dificultad de acceso cuando se trata de la administracion de
farmacos. Sus propias barreras, mecanismos de limpieza y drenado, asi como su
reducida area son algunos de los desafios a superar® 2. Aunque existen formas
farmacéuticas convencionales para el tratamiento de sus padecimientos, la mayoria
presenta desventajas que van desde una baja biodisponibilidad hasta la pérdida de

su funcions.

Las microagujas han sido propuestas como una estrategia de interés para tratar las
desventajas previamente mencionadas. En comparacion con las agujas
hipodérmicas, las microagujas son de menor tamafio, mas seguras y menos
invasivas®. Estas pueden ser categorizadas mediante diferentes caracteristicas
como solubilidad, material del que estan hecho y la existencia 0 no de estructuras
internas (canales). Siendo las microagujas poliméricas solubles sélidas preferidas
para la administracién ocular con tamafios en un rango de 25-2000 um de altura®.
Estas pueden a su vez contener sistemas nanoparticulados para mejorar su

desempefio®.

Entre ellas, el uso de nanoparticulas superparamagnéticas de hierro, SPIONS por
sus siglas eninglés, es de gran interés ya que su comportamiento magnético puede
ser aprovechado como estrategia para vectorizacion’. Ademas, que este tipo de
nanoparticulas, principalmente aquellas de magnetita y maghemita, se han
demostrado biocompatibles y, por sus caracteristicas, han sido empleados como
agentes antitumorales o de diagnéstico’. No obstante, de manera general los

sistemas nanométricos presentan una alta reactividad y una tendencia a su



aglomeracion. Por lo que, el uso de agentes estabilizantes es una estrategia

comUnmente empleada’.

La laponita es una arcilla biocompatible, nanométrica, que se ha empleado como
agente estabilizador de nanoparticulas y como agente de refuerzo en peliculas
poliméricas®. La conjuncion de los elementos descritos se muestra como una
estrategia de interés para abordar las dificultades que presenta la administracion

ocular.

3 Marco teérico

3.1 Elojo
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Figura 1. Diagrama anatomico del 0jo®

El ojo es un érgano sensorial complejo que puede ser descrito como un cuerpo
globular con gran hermeticidad que envuelve una sustancia tipo gel y posee lentes

gue le confieren la funcion de captar imagenes y transportarlas hacia el cerebro. Un



diagrama de este 6rgano se muestra en la figura 1. El ojo se encuentra formado por
tres tunicas, cada una con funciones sensoriales, de proteccion o de nutricién.
Ademas, anatomicamente se encuentra dividido en dos camaras, cuyas
caracteristicas impactan sobre la entrega de farmacos. Por lo que para el correcto
tratamiento de sus patologias es de suma importancia el entendimiento de su

anatomia vy fisiologia.

3.1.1 Parpados y Conjuntiva

Los parpados son una extension de la piel que recubren la parte externa del ojo. Su
principal funcién es de proteccion por medio del parpadeo, el cual previene la
entrada de sustancias foraneas y renueva la pelicula lagrimal®. En su borde limite
con el interior, se localizan las glandulas de Meibomio, un tipo de glandulas

sebaceas, que producen la parte oleosa de la pelicula lagrimal'® 11,

La conjuntiva es una membrana mucosa vascularizada? que se encuentra dividida
en tres partes: la conjuntiva tarsal que reviste el interior del parpado, una parte
media que sirve de seccion transitoria y la conjuntiva bulbar® 1!, La conjuntiva
contribuye a la formacion de la pelicula lagrimal secretando una mezcla fluida de
electrolitos y mucina?. La conjuntiva bulbar representa una primera barrera para la
permeacion tépica de farmacos; debido a la gran pérdida de estos por circulacion
sistémica; de manera que la via conjuntival/esclera resulta en una baja
biodisponibildiad*.

3.1.2 Aparato nasolagrimal

El aparato nasolagrimal posee dos funciones, una funcién secretoray otra excretora.
La funcidn secretora se encuentra a cargo de las glandulas lagrimales principales y
accesorias, las cuales producen las lagrimas, es decir, la porcion acuosa de la
pelicula lagrimal!. Por su parte, la funcién excretora es realizada por los conductos
lagrimales, el saco lagrimal y los puntos lagrimales; esta implica el paso de la

lagrima al saco, el cual con el parpadeo se distiende, originando una presion



negativa que atrae la lagrima para su remocioén*!. De manera general, la funcién de
este aparato es el continuo mantenimiento del estado de hidratacion de la superficie

ocular, ademas de una funcién de proteccién.

3.1.2.1 Pelicula lagrimal

La pelicula lagrimal es la primera gran barrera para la administraciéon ocular tépica®.
La vida media de un farmaco en condiciones normales es de 4 min, que se ve
reducida por un aumento en el drenado hacia el conducto nasolagrimal causado por
el parpadeo®®. Esta barrera estd compuesta por tres capas: una capa lipidica que
reduce la pérdida por evaporacion, la capa acuosa media que contiene una mezcla
compleja de sustancias antibacterianas y enzimas y una capa de mucosa que
protege y lubrica a la superficie de la cornea® 3. Entre las caracteristicas
fisicoquimicas mas relevantes son su pH de 7.4 £ 0.2 con una capacidad buffer
asimétrica'4, una osmolalidad de 300 a 320 osm'*, viscosidad media de 2.9cps®® y

una tension superficial promedio de 44mN/min?.

3.1.3 Tunica externa o fibrosa (corneay esclera)
3.1.3.1 Cérnea

La cdrnea es la capa mas externa del ojo, actiia como una barrera mecéanica hacia
sustancias exdégenas y protege el tejido ocular®; adicionalmente de actuar como
lente!!. En su regidon media cuenta con un grosor de 520um que se engrosa en la
periferial’. Se encuentra constituida por cinco capas: epitelio, capa de Bowman,
estroma, membrana de Decemet y endotelio> 2. La cérnea tiene una gran
sensibilidad por la red de terminaciones nerviosas trigeminales presentes en las

capas internas epiteliales!?.

3.1.3.2 Esclera o Esclerdtica

La esclera es la cubierta fibrosa que envuelve al ojo y esta constituida

principalmente del colageno®®. La distribucion irregular de las fibras de colageno que



le constituyen le vuelven opaca y eldstica, confiriendo al ojo proteccion y formal?,
Su grosor es variable acorde a la regién en que se estudie, teniendo valores desde
1mm (en la vecindad del nervio éptico) a 0.39mm (regién ecuatorial)® 2°. Su
permeabilidad es cercana a la mitad de la de la conjuntiva, no obstante es

aproximadamente 10 veces mayor que la cérnea?.

3.1.4 Tunica media o vascular (iris, cuerpo ciliar y coroides)

La tunica vascular también es conocida como tracto uveal, se encarga del suministro

de sangre a la retinaé.
3.1.4.11ris

El iris es la capa mas anterior del tracto uveal'®, divide el ojo en dos camaras:
anterior y posterior. Su region central es hueca, se conoce como pupila, a partir de
la cual el paso entre ambas camaras es continuo y permite el paso del humor acuoso
por ellas!!. En combinacién con los vasos del cuerpo ciliar, su endotelio forma la
barrera hematoacuosa que actua como principal barrera para la entrega de

farmacos al segmento anterior del ojo?..

3.1.4.2 Cuerpo ciliar

El cuerpo ciliar es una prolongaciéon de la coroides, produce el humor acuoso!® y
forma parte de la barrera hematoacuosa'® 2!. La barrera hematoacusoa controla el
paso del humor acuoso, modulando asi la presion interna del ojo'?; ademas que su
propiedad como barrera es fundamental para el mantenimiento del equilibrio
guimico y transparencia de los fluidos oculares??. Por su parte, el humor acuoso
provee de nutrientes a la cornea, mantiene la presion ocular? y es un medio de
excrecion de los desechos metabdlicos con un tiempo de recambio total de una a

dos horas?.



3.1.4.3 Coroides

La coroides es un tejido sumamente vascularizado, que aporta oxigeno y nutrientes
a la retina'®. Se encuentra formado por 5 capas de vasos y capilares, lo que
involucra un gran flujo sanguineo? vy, por consiguiente, una eliminacién alta de

farmacos tras administracion subretinal?*.

3.1.5 Tunica interna o Retina

La parte interna del ojo se encuentra confinada por la retina. Esta dltima puede
dividirse, acorde a sus funciones, en dos capas: la retina sensorial y el epitelio
pigmentario de la retina. La parte sensorial estd compuesta de varias capas de
células ganglionares, bipolares y fotoreceptores'® encargados de la transmision de
sensaciones visuales!!. Por su parte, el epitelio, conjuntamente con las células
endoteliales de los capilares de la retina, forma la barrera hematoretiniana'?. Esta
ultima, por el tipo de uniones que presenta, aisla el interior del 0jo?® de sustancias
fordneas provenientes de la circulacion® siendo un reto considerable para la

administracion de farmacos en la cAmara posterior.

3.1.6 Humor vitreo

El humor vitreo no es parte de ninguna tunica, es una sustancia gelatinosa que se
encuentra confinada en el glébulo ocular, en el segmento ubicado atras del iris
(camara vitreal). Su composicion es 99% de agua y un 1% una mezcla de colageno,
acido hialurénico y elementos formes!® 8 La camara vitreal es la regiéon mas
empleada para la administracion de farmacos intencionados para la camara

posterior por medio de inyecciones directas en ellal.

3.2 Microagujas

Las agujas hipodérmicas para la administracion de farmacos permiten el uso de vias
gue mejoran la biodisponibilidad de los mismos?. No obstante, poseen ciertas

desventajas como el ser dolorosas e invasivas, ademas de requerir ayuda de un



profesional para su aplicacién y que la frecuencia de administracion, por incomoda
y repetida, lleve a una falta de apego por parte del paciente?’. Las microagujas de
manera general para sus diversas aplicaciones se describen como estructuras
piramidales que forman parte de un parche con un tamafio promedio de 150-
1500um de longitud, 50-250um de ancho en la base que se reduce a 1-50 ym en la
punta®. Son capaces de penetrar tejido y administrar farmaco, como una aguja
hipodérmica lo haria, pero se consideran menos invasivas y dolorosas a la par que
presentan un mejor desempeiio que las ya mencionadas; conservando

simultdneamente las ventajas de su contraparte de mayor tamanio?®.

Estos dispositivos han sido empleados en diferentes tejidos y para distintas
patologias, inclusive siendo usadas en el area cosmética®, siendo principalmente
desarrolladas en el ambito de la administracion transdérmica3l. Las microagujas se
pueden clasificar acorde al método de fabricacion, material a partir del cual fueron
fabricadas, su solubilidad, mecanismo de degradacion o poseer o no cubiertas o
canales internos?® 3234, Dichas clasificaciones no son excluyentes entre si, en la
tabla 1 se presentan las diferentes categorias para su clasificaciéon. Cabe mencionar
gue lo presentado en dicha tabla es una recopilacion entorno a la bibliografia
revisada“' 30, 31, 33, 35, 36'

Tabla 1. Lista de diferentes clasificaciones y correspondientes categorias para las
microagujas

Método de . 3 Mecanismo de Estructuras
L Material Solubilidad . )
fabricacion degradacion internas
Micromoldeo Metalicas Solubles Disolucion Solidas
Fotolitografia Vidrio Insolubles  Biodegradacion Huecas
Impresion 3D Silicon Hidrogel = No degradables Recubrimiento
Sin

Devastacion laser Poliméricas o
recubrimiento

Microesterolitografia Recubiertas
Produccion en fase

liquida continua




Estos dispositivos se han empleado tanto en la administracion de farmacos como
biofarmacos?® 3234, No obstante, su desempefio puede ser mejorado por medio del
uso de nanoacarreadores?® ofreciendo una mejora en el entrampe de farmacos o
vectorizacién, como puede por el uso de nanoparticulas magnéticas; o mejorando
propiedades propias de las microagujas, como por adicion de nanomateriales como

las arcillas.

3.3 Nanoparticulas superparamagnéticas de hierro (SPIONSs)

Los nanomateriales, aquellos que cuentan con al menos una de sus dimensiones?’
en el 1-100nm3, han probado ser Utiles en diversas areas como la biomédica3?
debido a sus propiedades. Entre sus aplicaciones se encuentran fungir como
acarreadores o0 vectores para la administracion de farmacos, adicional a su uso

como quimioterapéuticos y agentes de diagnostico“C.

En especifico, las nanoparticulas de hierro se han mostrado prometedores para la
vectorizacidon de farmacos sitio especificas guiadas por estimulos magnéticos,
aunque su aplicacion se encuentra limitada por su capacidad de promover
reacciones oxidativas**. En relaciéon con lo anterior, las ferritas y las diversas fases
de o6xido de hierro (magnetita y maghemita)’ también se han estudiado como
nanoparticulas en este tipo de aplicaciones mostrando una mejor
biocompatibilidad*> y menor citotoxicidad®®, conservando sus propiedades
magnéticas. En conjunto, las nanoparticulas de los materiales mencionados se
conocen de manera general como nanoparticulas de hierro superparamagnéticas,
SPION por sus siglas en ingles. La alta reactividad de las nanoparticulas y su
tendencia a aglomerarse son parte de las desventajas que presentan para su
aplicacion y contribuyen al riesgo toxicoldgico que representan®®. Por lo que, la
funcionalizacion de su superficie por medio de recubrimientos organicos o
inorganicos permite mejorar su estabilidad de suspension, disminuir su reactividad

y prevenir su rapida degradacion una vez dentro de la célula®’.



3.3.1 Magnetita

La magnetita es un 6xido mixto de hierro, presente en la naturaleza como el 6xido
de hierro mas comiin y empleado®, con formula general FesOa. Este 6xido posee
una estructura cristalina de espinela cubica inversa, cuyos atomos de oxigeno se
encuentra empaqguetados en una red cristalina cubica centrada a la cara, mientras
gue los cationes trivalentes y divalentes de hierro ocupan los intersticios tetraédricos
y octaédricos 4. De manera especifica, los cationes Fe®" ocupan la totalidad de
los huecos tetraédricos y la mitad de los huecos octaédricos, mientras que la mitad
restante de estos Ultimos los ocupan cationes Fe?" 44/ Una representacion

esquematica de la estructura de la magnetita se presenta en la figura 2.

Figura 2.Estructura de la magnetita. Imagen tomada de Fridk, M. et al. , 2007 48

La magnetita se distingue de otras fases de hierro por su coloracion negra, la cual
se relaciona con transferencia de carga existente entre los cationes de hierro di- y
tri- valentes en las posiciones octaédricas*’. Otra caracteristica importante de este
oxido son sus propiedades magnéticas, ya que estas son dependientes del tamafio.
Como bulto, la magnetita actia como un material ferrimagnético con una alta
magnetizacion de saturacion*® 0. No obstante, una vez que se reduce su tamafio a

nanoparticulas de 20nm de diametro®! se observa la desaparicion de la coercitividad
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volviéndose superparamagnéticas®® 5!, Otras propiedades de la magnetita se

presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Propiedades de la magnetita. Adaptado de Niculescu, A. et al., 2022

Formula Temperatura Sistema Parametro de
Color » ) . Dureza
general de fusion cristalografico red
1583- .
FesO4 Negro cubico A =0.8396 nm 5.5
1597 °C
) Comportamiento
Formula _ Temperatura Tipo de . A°G de
Densidad ) magnético »
estructural de Curie estructura formacion
(bulto)
[F63+]tet .
Espinela _ _ -1012.6
[Fe3*, Fe?"]oct 5.18 g/cm?3 577°C _ Ferrimagnético
o2 inversa kJ/mol
4

3.3.1.1 Superparamagnetismo

El superparamagnetismo es un fendbmeno que se presenta por la reduccién de
tamafio en materiales ferro- y ferri-magnéticos. Esto ya que, como materiales en
bulto, se dice que el material estd compuesto por dominios (fig 3a). Los dominios

son regiones que contienen momentos magnéticos acoplados en la misma direccion,

©
©
a) b) 2 Monodominio '
Momento S
magnético * Pared o
individual e
,+* Bloch

Superparamagnético

Multidominio

Dominio de Weis Diametro
Figura 3. a) Esquema de un material magnético en bulto y
b) Relacion entre el diametro de particula y la coercitividad
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y que estan separados unos de otros®® %, Cada dominio podria estar entonces
representado por un solo vector de magnetizacibn para todos sus momentos
magnéticos por unidad de volumen como respuesta ante la presencia de un campo

magnético®3 54,

La reduccion de tamafio de particula del material conlleva el paso de un material
magnético multidominio a uno monodominio. Bajo esta condicion, las
nanoparticulas monodominio presentan un maximo en su coercitividad que dificulta
su desmagnetizacion®. Esto se asocia con el tiempo de relajacion del espin, el cual
no es suficiente para completar la rotacién del momento magnético, por lo que el
material conserva su comportamiento magnético como bulto (estado de bloqueo)>*.
Sin embargo, a un menor tamafo, con respecto al diametro critico para pasar de un
material multidominio a uno monodominio, la coercitividad del material se reduce
hasta llegar cercana oigual a cero, cambiando el perfil de la curva de magnetizacién
del material (fig. 4) 5 5% % semejando el comportamiento paramagnético. Esta
condicibn es conocida como superparagmetismo®® 54 Las nanoparticulas
superparamagnéticas muestran una mejor respuesta magnética con un tiempo de
relajacion sumamente corto ante la aplicacion de campos magnéticos externos que

sus contrapartes de mayor tamafio multi- o mono- dominio®: 54,

Superparamagnetismo

Magn?tizacién Magnetizacién
Campo Campo
magnetico magneético
externo externo

Figura 4. Curvas de magnetizacion ejemplificando distintos comportamientos.
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3.4 Laponita

Las arcillas comprenden a un grupo vasto de materiales producto del desgaste de
minerales de silicatos®®. De manera general, se describen como materiales
formados por capa de aluminosilicatos (filosilicatos) con dos unidades estructurales:
una capa tetraédrica y otra octaédrica®. Existe la posibilidad de que los &tomos
centrales de silicio en la capa tetraédrica y de aluminio en la capa octaédrica sean
reemplazados por cationes de menor valencia como magnesio, litio o hierro®;
ademas que la capa octaédrica puede estar relacionada con una (1:1) o dos capas
(2:1) tetraédricas®’. En relacion con lo anterior, es por medio de estas diferencias
que es posible el establecimiento de grupos de arcillas, entre los que se encuentra
el grupo de las esmectitas®. Estas se caracterizan por tener una relacion de sus

capas 2:1y su excelente capacidad de hinchamiento en presencia de agua®® 8.

Capa
tetraédrica
Si-O

Capa
octaédrica
Mg-OH-O

Capa
tetraédrica
Si-O

Capa
tetraédrica
Si-O

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura de la laponita. Imagen adaptada de
Liu, G. etal., 2020°°

La laponita (fig. 5), Na*o.7[(SisMgs.sLi0.3)O20(OH)4]*7, es un aluminosilicato parte del
grupo de las esmectitas sintetizado a partir de una combinacion de sales a
temperaturas y proporciones controladas®. Se describe como nanodiscos de 25 nm
de diametro y 0.92nm de ancho empaquetados en pila que al contacto con agua se
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separan y dispersan® %% €0 Esta arcilla posee una gran area superficial especifica,
alta capacidad de intercambio catiénico y de adsorcion® %> %, Lo anterior se
relaciona con su carga superficial, la que es negativa en sus caras y positiva en los
bordes® 5 80, Adicionalmente, este material es biocompatible y de baja toxicidad;
por lo que se ha estudiado su uso en aplicaciones biomédicas® €0 61,
Macroscopicamente, es un polvo blanco con la capacidad de formar suspensiones,
geles y peliculas trasltcidas® ¢ 61, Su versatilidad le ha permitido ser empleado para
mejorar las propiedades de barrera de recubrimientos y peliculas®?%, como
modificador de las propiedades reoldgicas®’"° y liberacion controlada de farmacos®

61, 71, 72

4 Antecedentes
4.1 Sistemas farmaceéuticos para la administracion ocular

Como se ha mencionado anteriormente, el ojo presenta varias dificultades para el
tratamiento de sus padecimientos. Estos estan en funcion del origen del
padecimiento y la localizacion del mismo. En principio, las soluciones y unglientos
oftdlmicos son las formas farmacéuticas mas recurrentes y comunes ocupando
cerca del 90% del mercado’. Si bien son ampliamente aceptadas por los pacientes,
entre sus principales desventajas estan el bajo tiempo de retencion en el ojo que se
traduce a una baja biodisponibilidad, ademas de baja permeabilidad a la camara
posterior’®. Entre las opciones para mejorar el tiempo de retenciébn de estas
formulaciones se encuentra el aumento de viscosidad® > 73, Con desventajas
similares a la anterior se encuentra el uso de suspensiones? 13, en las que el tamafio
de particula es un pardmetro critico a contemplar ya que tiene influencia sobre la
biodisponibilidad del farmaco® y es parte de los requisitos a cumplir ante la
regulacion®. Por su parte, las emulsiones han mostrado mejora en el tiempo de
retencion y control de la liberacién®, aunque existen problemas relacionados con su

estabilidad y dificultad de esterilizaciéon?.

De esta forma, la necesidad de mejora sobre los productos farmaceéuticos oftalmicos

ha llevado al desarrollo de sistemas mas complejos como los insertos. Los insertos
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son preparaciones sélidas o semisdlidas que se implantan en el saco conjuntival
inferior'® 73, Si bien hay dispositivos de este tipo en el mercado, también cuentan
con desventajas como incomodidad en el ojo y baja carga de farmaco. Una amplia
revision de dichos dispositivos fue realizada por Bertens, C. et al”®. De igual manera
se ha estudiado a los lentes de contacto como una forma farmacéutica™ 7. Se
destaca de estos dispositivos sus métodos de fabricacion, ya que este determina
como sera la carga del farmaco y guie la liberacion del mismo a partir del lente de
contacto’ 7. Si bien, tanto los insertos como los lentes de contacto logran mejorar
el tiempo de residencia del farmaco en el ojo, debido a las caracteristicas propias
de este 6rgano estos dispositivos junto con las formas farmacéuticas ya
mencionadas limitan su aplicabilidad a padecimientos en la camara anterior.

La entrega de farmacos a la camara posterior, entonces se ve limitada a una Unica
opcion, el uso de inyecciones, mas cominmente aquellas intravitreas®®. Si bien las
injecciones intravitreas permiten acceso a regiones posteriores del ojo, conllevan
una difusién no selectiva del farmaco administrado’®. Esta es la menor de las
desventajas, ya que independientemente de la estructura en la que se haga la
administracion con agujas hipodérmicas (27-30G), existe un alto riesgo de
infecciones, desprendimiento de retina, hemorragias internas e inclusive ceguera®.
Por lo que, el conocimiento de las consideraciones biomecanicas del ojo es
fundamental de considerar al momento de formular y plantear una administracion
intraocular. Ejemplo de esto es el trabajo realizado por Hancock, S. et al. , 2021
sobre dichos aspectos enrelacion a la administracién ocular empleando inyecciones
en el espacio supracoroidea’®. De manera general, el desarrollo de dispositivos y
sistemas de tamafio micro o nano se ha observado como una estrategia
prometedora para el tratamiento de padecimientos oculares’’. Derivado de los
riesgos que representa las inyecciones intraoculares empleando agujas
hipodérmicas, se ha explorado el uso de microagujas como una alternativa

novedosa para la administracion intraocular3.

Indistintamente de la forma farmacéutica empleada, estas pueden beneficiarse del

uso de nanoestructuras® ® ?°. Entre estas se encuentran liposomas, niosomas,
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dendrimeros, aptameros, nanoparticulas lipidicas soélidas, nanoparticulas
inorganicas, nanogeles, nanoemulsiones, hidrogeles, nanocapsulas polimericas® ©
20, 78 Una perspectiva general de estos sistemas se encuentra en la revision
realizada por Qamar, et al®. Por su parte, el trabajo de Gorantla, S et al. , 2020
complementa el anterior con la consideracion de los retos actuales de la
nanomedicina®. Una consideracion del beneficio que presenta la conjuncion de
elemento nanomeétricos parala generacion de sistemas mas complejos fue revisado
por Kang-Mieler et al”®. Relacionado con lo anterior y la necesidad de alcanzar
regiones especificas en el 0jo, lo cual es contrario a la amplia difusion que se
observa tras la administracion usando inyecciones, se ha propuesto el uso de
nanoparticulas magnéticas para conseguir vectorizacion®. Ejemplos de lo anterior
es el uso de nanoparticulas magnéticas formando parte acarreadores poliméricos
para la entrega de rampamicina estudiado por Oliveira, et al., 20128 y un sistema
similar dirigido a tumores por Li, G. et al®?. Adicionalmente, también se ha
considerado a este tipo de nanoparticulas como agentes de diagnéstico®?.

4.1.1 Microagujas para uso intraocular

Acorde al trabajo de revision realizado por Ingrole, S. et al., 2021 el estudio de
microagujas se centra en cuatro tipos principales: sodlidas, solubles, huecas y
recubiertas, con una aplicacion para entrega de farmacos o de agentes diagndstico;
cuyo estudio ha crecido considerablemente desde el primer articulo relacionado con
ellas publicado en 1990%. Igual que la investigacion, las patentes para microagujas
han ido en aumento, donde queda demostrado el interés por parte de la industria
por su desarrollo al contar con el mayor nimero de ellas, donde Norteamérica,
encabezada por estados unidos, presenta una amplia contribuciéon a las patentes®.
Se concluye que por las tendencias observadas en la revisién, las microagujas son
una plataforma versétil y prometedora para la mejora de la salud®. Un ejemplo
actual, es el trabajo realizado por Srivastava, P. et al., 2021 en el que la fabricacion
de un parche con microagujas con liposomas se basé en un enfoque de calidad por

disefio®.
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Inicialmente, las microagujas surgieron como una propuesta para administracion
transdérmica, como una alternativa menos dolorosa e invasiva con respecto a la
administracion intramuscular e intravenosa?®. Sin embargo, como muestra el trabajo
de Panda, P. et al., 2021 % y de Rzhevskiy, A. etal., 2018, este tipo de dispositivo
son capaces de ser aplicados en otras vias de administracion. Especificamente, en
cuanto a administracion ocular se refiere, se ha observado que los tipos de
microagujas comunmente investigados son sélidas, huecas y solubles con
aplicaciones en el tratamiento de glaucoma, uveitis, degeneracion de la macula, y
retinitis pigmentosa®. Un 27% de los estudios clinicos reportados fueron financiados
por Clearside Biomedical®, cuya tecnologia para microagujas se centra en
dispositivos de microagujas soélidas huecas para la administracion en el espacio

supracoroideo®: 76,

Diversos tipos de microagujas para administracion ocular han sido desarrollados.
Un sistema de microagujas auto-adheribles y trabadas internamente a partir de PVA
es presentado en el trabajo de Amer, M. et al., 20208 . El trabajo evalia métodos
de fabricacion para un parche de microagujas de caracteristicas deseables para
administracion ocular, entre las que se contempla la curvatura del parche, asi como
estudios de indentacién de la esclera®. Roy, G. et al., 2019, 2020 han investigado
parche de microagujas para administracion ocular de anfotericina B® y de
pilocarpina®’. En ambos estudios, el desarrollo de parche con microagujas
mostraron caracteristicas de liberacion y fuerza de indentacion adecuadas para su

empleo en el 0jo® &,

4.1.2 Uso de nanoparticulas magnéticas en la administracion ocular

Como se ha mencionado en secciones anteriores, las nanoparticulas magnéticas
se observan como una herramienta versatil para vectorizacion. En cuanto a
administracion ocular, Holligan et al., 2003 realizaron estudios del movimiento
guiado por un iman de un ferrofluido en un modelo in vitro de la camara vitrea con
resultados favorables para alcanzar la retina®. Por su parte, Haik et al., 2003
propusieron la fabricacion de un gel hibrido con particulas de maghemita
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funcionalizadas con CTAB como alternativa para el tratamiento del desprendimiento
de retina®. Posteriormente, un estudio del empleo de nanoparticulas como parte
integral de células como sistema magnéticamente dirigido para el tratamiento de la
degeneracion de la macula fue desarrollado por Ito, A. et al., 2005%. No obstante,
aunque prometedor, los autores hacen énfasis en el requerimiento de estudios de
toxicidad originados por las presencia de las nanoparticulas®. Estudios similares
sobre la terapia basada en células en conjuncidbn con nanoparticulas magnéticas
fueron investigados por Yanai, A. et al., 2012 y Moysidis, S. et al, 2015%.
Relacionado con lo anterior, estudios sobre la funcion de células endoteliales de la
cornea por marcaje con SPION® %4y evaluando también magnetoliposomas por Wu,
M. et al.,, 2015% han sido investigados, en los que no se mostré ninguna

modificacion por la presencia de SPIONs en las células.

Dengler, M. et al., 2010 realiz6 la administracién sistémica en un sistema in vivo de
nanoparticulas magnéticas de cobalto. Ellos demostraron la aplicacion de este tipo
de sistemas como agentes de diagndsticos 6rgano dirigido, alcanzando al 0jo®. En
una ténica similar, Raju, H. et al, 2012 estudiaron nanoparticulas
supeparamagnéticas como agentes de diagnéstico en estudios de imagenologia
tras administracion intravitrea®’. Giannaccini, M. et al., 2014 observaron una
biodistribucion de las nanoparticulas magnéticas preferencial en el epitelio
pigmentado de la retina en un modelo en embriones de pez cebra sin necesidad del
uso de estimulo magnético®®. Estudios acerca de la capacidad de nanoparticulas
de una ferrita con Zn y Mn para la neuroproteccion ocular en glacuoma han sido
investigados®1°1, El uso de nanoparticulas magnéticas en la vectorizacion de
material genético'% 193 anticuerpos’® 1% y moléculas pequenas!'® a regiones de
dificil acceso del ojo han sido estudiados. Los trabajos anteriormente descritos son
ejemplo de la aplicacién de nanoparticulas magnéticas como estrategia versatil para
administracion ocular. A la par del desarrollo de estos sistemas, se han hecho
revisiones sobre su toxicidad en tejidos oculares'®® asi como sus ventajas y

desventajas en este 6rgano?’.
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4.2 Laponita como un material de uso biomédico

La versatilidad de la laponita queda demostrada por la gran cantidad de sistemas
en las que se le ha adicionado. Este material ha sido ampliamente usado como
agente modificador de la liberacion de farmacos, marcadores celulares, asi como
material modificador de propiedades Opticas y mecanicas de distintos tipos de
materiales y dispositivos® 6% 198 109 Fiemplo de estos es la investigacion de esta
arcilla como modificador de las propiedades reoldgicas de distintos polisacaridos de
interés farmacéutico®® ®°, modificador de las propiedades mecénicas de peliculas
poliméricas® 110 111 hidrogeles®?, nanocompositos®® 112, modificador de la
liberaciéon de distintos principios activos como doxorubicina!'® 4 diversos

antibiéticos!*>’ o donepezilo'8, por mencionar algunas.

4.2.1 Laponita en administracion ocular

En cuanto a la administracion ocular se refiere, la seguridad de esta arcilla fue
probada en formulaciones para administracién por medio de inyecciones intravitreas
y supracoroideas en un modelo in vivo de conejo !'° La laponita mostrd
biocompatibilidad y en conjuncion con la transparencia de sus geles, probé ser una
opcioén viable para este tipo de administracion'®. Modelos in vitro simulando las
condiciones del humor vitreo como medio de liberacion'® e in vivo tras
administracion intravitreal en conejo’? de dexometasona a partir de laponita fueron
estudiados. Una formulacion de laponita intercalada con brimonidina como
alternativa de liberacion sostenida para el tratamiento de glaucoma se ha
investigado en modelo invivo!?l. Esta formulacion se siguié por medio de tomografia
de coherencia Optica, siendo una aplicacion novedosa de esta técnica de manera
cuali- y cuantitativa’??. Si bien el estudio muestra que es favorable este tipo de
intercalados como estrategia ante padecimientos del ojo, el modelo animal
empleado resulto con limitaciones que requieren el uso de otros pardmetros para
confirmar el uso de este sistema en particular’?’, La laponita también ha sido

estudiada en la formacion de nanocompositos como andamio de células corneas
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endoteliales; los resultados sugieren que es como una opcion viable para la

transplantacion de este tipo celular'?,

4.2.2 Laponita en conjuncion con nanoparticulas magneéticas

La laponita junto con otras arcillas han sido estudiadas también como agentes de
recubrimiento de otras nanoparticulas inérganicas’® 2. Se ha observado que la
interaccion entre las nanoparticulas y la arcilla ocurre en la superficie guiada por
interacciones del tipo electrostatico’®. Este tipo de intercalados ha mostrado
modificar de manera positiva las propiedades de las nanoparticulas magnéticas®’:
0. 124 Szabd,T. et al., 2007 estudiaron los efecto de la adicién de Laponita y
montmorillonita sobre las caracteristicas de nanoparticulas de maghemita, donde
concluyen que este tipo de sistemas puede ser utilizado en la adsorcion de
diferentes tipos de moléculas'?*. Ejemplo de ello es la formacion de hidrogeles con
nanoparticulas de magnetita soportada en laponita para la adsorcién de albumina
sérica bovina'® y remocién de azul de metileno'?®. Tzitzios, V. et al., 2010
estudiaron la formacién de ferrogeles y ferrofluidos empleando laponita ?’. En este
trabajo, se resalta que la presencia de laponita no afecta sobre el comportamiento
magnético de las nanoparticulas de maghemita; proponiendo el uso de estos
nanocompositos como agentes de diagnostico en estudios de imagenologia
empleando resonancia magnética(MRI)*?’. Nanocompositos de este tipo fueron
probados en modelos in vivo mostrando su aplicabilidad como agentes en MRI en
tumores'?®. De igual manera, este tipo de intercalados también han sido
incorporados a matrices mas complejas para la generaciéon de compositos estimulo

sensible como muestra el trabajo de Goncharuk, O. et al., 2020%°.
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5 Planteamiento del problema

Los tratamientos para padecimientos oculares requieren la optimizacion de los
tiempos de retencion y la permeabilidad de las barreras de los farmacos; mientras
se limita el dafo, dolor e incomodidad que experimenta el paciente. No obstante,
las formas farmacéuticas convencionales empleadas para administracion en el ojo,
sobre todo aquellos tratamientos dirigidos a la region posterior de este érgano,

cubren de manera incompleta los requerimientos previamente mencionados.

En relacién con lo anterior, los parches con microagujas se contemplan como una
opcion viable para la administracion ocular. Este tipo de dispositivos pueden
incorporar el uso de nanosistemas para mejorar sus caracteristicas. Ejemplo de esto
es, el uso de nanoparticulas magnéticas como acarreadores o de arcillas
nanometricas, como la laponita, como estabilizantes o modificadores de

propiedades mecanicas.

A pesar de la amplia informacion que se tiene con respecto al uso de laponita y, por
su parte, de nanoparticulas magnéticas como nanosistemas con aspectos
favorables para ojo; existe poca investigacion en torno a su adicion a formas
farmacéuticas distintas a las convencionales empleadas en este 6rgano. Mientras
gue, si bien diferentes tipos de microagujas se han desarrollado y estudiado para la
liberacion de farmacos en ojo, al ser una forma farmacéutica novedosa la
optimizacion de ellas se vuelve de interés para potencializar ain mas sus ventajas
ya descritas. De esta manera, se expone una necesidad de desarrollo y
caracterizaciéon de un sistema que pueda conjuntar las bondades de estos tres

elementos.
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6 Hipotesis

El uso de una arcilla en la sintesis de nanoparticulas magnéticas y su integracion
en formulaciones de alginato para la fabricacion de peliculas, tendra un efecto
positivo sobre las caracteristicas finales, control del tamafio de la nanoparticulas y

aumento del médulo de Young de las peliculas, que formaran parte del parche de

microagujas.

7 Objetivos
7.1 Objetivo general

Fabricar y caracterizar un parche con microagujas poliméricas formadoras de un
hidrogel con caracteristicas adecuadas para la administracion de magnetita

estabilizada con laponita por via ocular.

7.1.1 Objetivos particulares

e Sintetizar las nanoparticulas de magnetita por el método de coprecipitacion
en presencia de laponita para su recubrimiento apoyada en un disefio de
experimentos.

e Caracterizar el producto de optimizacion mediante diferentes metodologias y
compararle con el producto ausente de arcilla.

e Optimizar el médulo de Young de peliculas de alginato mediante la aplicacion
de un disefio de experimentos evaluando variables concernientes a la
formulacion.

e Caracterizar la pelicula optimizada correspondiente mediante diferentes
metodologias para elucidar su comportamiento in vitro.

e Establecer una metodologia para la fabricacion del parche de microagujas y
del molde, acorde a los requerimientos del dispositivo.

e Conjuntar el sistema de nanoparticulas recubiertas con arcilla junto con la

formulacién Optima para la fabricacion del parche de microagujas.
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8 Materiales

Sulfato de hierro (IlI) heptahidratado (FeSOa4 *7H20, 299%), cloruro de hierro (l1I)
hexahidratado (FeClz <6H0, >97%) y Alginato de Sodio (NaCsH7Os) fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich Co, mientras que la laponita RD se obtuvo de BYK
Additives. Hidréxido de Sodio (NaOH) de Macron Chemicals fue empleado durante
la sintesis de magnetita. Cloruro de Calcio anhidro (CaClz, >99%) y &cido clohidrico
(HCI,36.5-38%) de J.T.Baker fueron utilizados. Maltosa Advantose 100 con nUmero
de lote 9G110141 fue adquirido de SPI Pharma™. La glicerina (C3Hs(OH)s) grado
analitico utilizada fue comprada a Omnichem. Por su parte, agua desionizada fue

utiizada como disolvente y agente suspensor.

9 Metodologia
9.1 Estudio del sistema intercalado Laponita/Magnetita (L/M)
9.1.1 Sintesis del sistema L/M

La sintesis de las nanoparticulas de FesOa intercaladas en laponita se realizo por el
método de coprecipitacion modificado acorde a lo reportado por Ding, L.et al.,

201628, La reaccion llevada a cabo es la siguiente:

AN
FeS0,@7H,0 + 2FeCl,®6H,0 + 8NaOH — Fe; 0, + 6NaCl + Na,S0, + 23H,0

AN
Fe?* + 2Fe3* + 80H™ - Fe;0, + 4H,0

Ecuacion 1 Ecuacién quimica para la sintesis de magnetita.

Experimentalmente, en un tubo de ensaye se suspendié la laponita, 11.6 — 116mg,
en un volumen de 15 mL de agua desionizada por medio de sonicacion durante una
hora empleando un bafio sénico (UltraSonik) a 28H. A continuacién, se le agregé
una alicuota de 10mL de una disolucién de Fe?* y Fe®* previamente realizada con
una concentracion de 0.025M y 0.05M respectivamente. Dicha disolucion se
preparé disolviendo con agitacion manual FeClz*6H.0O y FeSO4 *7H.O pesado en
cantidades estequiométricas 2:1 en agua desionizada. La disolucién de sales de

hierro mezclada con la suspensién de laponita se agité a 1200rpm por medio de
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agitacion magnética durante una hora. Al término, a la disolucion se le burbujeo N2
durante 10 minutos con una purga cada 2 minutos para asegurar la atmésferainerte
interna en el tubo. Se procedié con un calentamiento, a 60 - 90°C, de 10 minutos en
bafio de agua B-491 (Buchi) con agitacion manual vigorosa cada 2 minutos. Una
vez finalizado el calentamiento, se agregd rapidamente 1mL de NaOH 2M con
agitacion vigorosa manual, inmediatamente después. La mezcla fue agitada
empleando una incubadora BJPX-100B (BIOBASE) a 300rpm a 35°C por una hora.
Para la recuperacion del producto, el solido obtenido fue decantado
magnéticamente durante una noche en atmosfera inerte. Tras su separacion, el
producto se lavd tres veces con agua desionizada. Para terminar, el producto fue
secado en un desecador termostatico al vacio VACUO-TEMP 4000474 (JP Selecta)

a 45°C por dos horas. Un esquema del proceso se presenta en la fig. 6.

<5
NaOH
-

X
O8E Laponita / be; 8 ‘ =]
\ Fe2+/Fe3+ % @
R i -

o meam 5 ¢

Figura 6. Proceso general de sintesis del sistema L/M. Realizado en BioRender

9.1.2 Optimizacion del tamafio de cristalito de la magnetita en el sistema L/M
9.1.2.1 Disefio de experimentos para el sistema L/M

Una vez establecida la metodologia de sintesis, se realizd un disefio de
experimentos del tipo central compuesto centrado a las caras con el objetivo de
minimizar el tamafo de cristalito (<10nm) de la magnetita intercalada con la laponita.

Primeramente, se realizdé un diagrama de Ishikawa para establecer las variables de
estudio (fig. 7).
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Figura 7. Diagrama de Ishikawa sobre las variables que afectan el tamafio de cristalito
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Acorde a este diagrama, las variables de proceso seleccionadas como factores del
disefio fueron la proporcion de laponita con respecto a la magnetita y la temperatura
de calentamiento, ya que estas estan directamente relacionadas con la sintesis.
Para la eleccion de los niveles, se realiz6 previamente un estudio de cernimiento
con respecto a la cantidad de arcila a emplear; mientras que el rango de
temperaturas estudiado abarca aquellas encontradas en la bibliografia revisada®’:
124,125, 127-129 " 3si como en trabajos previos realizados por el grupo de trabajo*30 131,
En la tabla 3, se presentan los factores y niveles estudiados; por su parte, el
esquema del disefio de experimentos se presenta en la tabla 4. El tamafio de

cristalito de las nanoparticulas fue la variable de respuesta a estudiar.

Tabla 3. Factores y niveles estudiados en el disefio de experimentos para la optimizacién
del tamafio de cristalito de la magnetita

Factor Nivel Bajo Nivel Alto
Proporcion
_ _ 0.2 2
Laponita/Magnetita

Temperatura de
_ 60 90
calentamiento (°C)
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Tabla 4. Orden de experimentos realizados para la optimizacién del tamafio de cristalito de
la magnetita

Temperatura de

Orden Corrida Proporcion L/M Calentamiento

(°C)
5 1 1.1 75
9 2 2 90
4 3 0.2 75
10 4 1.1 75
2 5 1.1 60
6 6 2 75
7 7 0.2 90
1 8 0.2 60
12 9 1.1 75
13 10 1.1 75
11 11 1.1 75
3 12 2 60
8 13 1.1 90

9.1.2.2 Determinacion del tamafio de las nanoparticulas dentro de L/IM

Para la determinacion del tamafio de las nanoparticulas/cristalito de magnetita
contenidas en el sistema L/M, cada uno de los puntos del disefio fue estudiado por
medio de difraccion de rayos X de polvos en un equipo D8 ADVANCE (Brucker AXS)
con una fuente de radiacion de CuKa y una A=1.54 A, en un intervalo de 5° a 80° a
una velocidad de 10°/min. Una vez obtenidos los difractogramas, la identificacion de
fases y el refinamiento de Rietveld para obtener la contribucion de la magnetita en
el sistema L/M se hizo empleando el software de licencia libre, Profex'®?. En la tabla
5, se presentan el nombre de las fases elegidas para el refinamiento dentro de la
biblioteca del software, asi como la referencia de la cual fueron obtenidos. Tras el
refinamiento, la determinacion del tamafio promedio del cristalito se calculd

empleando la ecuacion de Scherrer (Eq 2).



Tabla 5. Fases inorganicas identificadas y usadas en el refinamiento de Rietveld

Fase inorganica PDF o Referencia
Magnetita (FesOa4) 04-005-4319
Tsipurski et al., Clay Minerals
19(1984), 177-193

Laponita - smectitedi2w

Ecuacion 2 Ecuacién de Scherrer para el calculo del tamafio de cristalito

KA

D=—
BcosO

Donde:

D es el tamafio del cristalito

K es la constante de Scherrer, en este caso 0.95 para geometrias esféricas
A es la longitud de onda de la fuente del equipo, 0.154 nm

B es el ancho a la altura media de las bandas en radianes

0 es el angulo medio en radianes

El ancho a la altura media de las bandas fue calculado aplicando un ajuste
gaussiano al difractograma de la contribucion de la magnetita empleando el
programa OriginPro y utilizando el promedio de las tres bandas mas intensas
correspondientes a los planos (311), (220), (400). En el anexo 1 se encuentran
presentes los difractogramas, los resultados de refinamiento y los ajustes
gaussianos para cada uno de los puntos del disefio

9.2 Caracterizacion del sistema L/M

Tras la seleccion de las condiciones optimizadas para la sintesis del sistema L/M,
dicho intercalado, magnetita sintetizada bajo las mismas condiciones sin presencia
de Laponita, la arcilla y la mezcla fisica fueron caracterizados mediante las

siguientes técnicas:
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9.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo

Los espectros de infrarrojo por la técnica de reflectancia total atenuada de las
muestras en polvos fueron obtenidos en un equipo FTIR/IR Spectrum 400 (Perkin-
Elmer) en un intervalo de 4000-400 cm™. Esto con el objetivo de estudiar los modos

vibracionales del sistema.

9.2.2 Difraccion de Rayos X de polvos

La técnica de difraccion de rayos X de polvos se emple6 para estudiar la estructura
cristalina de la magnetita en presencia o no de laponita, asi como la determinacién
del tamafio del cristalito. Esta técnica fue llevada a cabo en un Difractometro de
rayos X, modelo D8 ADVANCE (BRUKER AXS) en modo Theta-Theta. con una
fuente de radiacion de CuKa y una A=1.54 A y estudiando en un intervalo de 5° a
80° a una velocidad de 10°/min. Por su parte, la identificacion de fases y los
refinamientos de Rietveld fueron realizados por medio el programa Profex'®? como
descrito en la seccion 9.1.2.2.

9.2.3 Dispersion dinamica de Luz

Las determinaciones del tamafio de particula y potencial Zeta se llevaron a cabo en
un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical) a partir de diluciones de una
suspensién en agua desionizada de muestra de polvo seca previamente sometida
a sonicacion hasta cumplir con los requerimientos de calidad solicitados por el
equipo. Esto fue realizado por triplicado en una celda DTS1070 a temperatura
ambiente con un tiempo de estabilizacion de 300seg. Los pardmetros del medio

dispersante y materiales se presenta en la tabla 7.
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Tabla 6. ParAmetros para experimentos de DLS

Medio dispersante indice de refraccion Absorcion
Agua 1.330 N/A
Material
Magnetita 2.42 0.9
Laponita 1.54 0.013

9.2.4 Andlisis Térmico
9.2.4.1 Calorimetria diferencial de Barrido

El efecto de la temperatura sobre la magnetita se evalué por medio de calorimetria
diferencial de barrido. Esto se realizd sobre una muestra como polvo finamente
triturado y previamente secado usando un equipo DSC1 (Mettler Toledo) en un
rango de 25°C a 550°C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min con

atmosfera de aire.

9.2.4.2 Termogravimetria

Complementaria a la técnica anterior, la termogravimetria se llevd a cabo en un
equipo TGA4000 (Perkin Elmer) en un rango de 25°C a 550°C con atmosfera de

aire a una velocidad de 10°C/min.

9.2.5 Microscopia electronica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de Barrido de la laponita, magnetita y sistema L/M se
realizd en un equipo JEOL JSM-5910 (JEOL) a 20kV a diferentes aumentos
estudiando electrones secundarios. Esto con el objetivo de estudiar la morfologia
de las muestras, la distribucion de su tamafo y estudio de la homogeneidad de

textura de las mismas.
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9.2.5.1 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X caracteristicos (EDS)

A la par de la observacion en SEM, se llevd a cabo la Espectroscopia de energia
dispersiva de rayos X caracteristicos en las que se investigo la presencia de hierro
como atomo representativo de la magnetita, asi como de silicio y magnesio como
atomos que representan la presencia de magnetita. En especifico para el sistema
L/M, también se realizO un mapeo de estos elementos en su muestra para

determinar su distribucion en el polvo obtenido.

9.2.6 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las muestras, como polvo, fueron suspendidas en etanol y posteriormente fueron
centrifugadas. Una gota del sobrenadante fue colocada en la rejilla para su
observacion. La obtencion de las imagenes y patrones de difraccion se realizd en
un microscopio electronico de transmision JEOL JEM-2010 (JEOL) a 200kV. Se
determiné el espacio interplanar empleando el software Gatan Digital Micrograph,
mientras que el tamafio de particula se determiné a partir del conteo de 200 a 250
nanoparticulas empleando el software ImageJ®3. La distribucion del tamafio de
particula se obtuvo a partir de un ajuste gaussiano al histograma de tamafio de

particula usando el software OriginPro.

9.2.7 Isotermas de adsorcion de N»

Para estas determinaciones se realizaron las isotermas de adsorcion de N2 de la
laponita, la magnetita y el sistema L/M. Estas se llevaron a cabo en un equipo Nova
800 BET (Anton-Parr) acorde a ASTM D4222. Previo a la experimentacion, las
muestras fueron desgasificadas con vacio con un calentamiento hasta 300°C a
velocidad de 5°C/min y manteniéndolas a dicha temperatura por un tiempo de 180

minutos.
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9.3 Estudio de las peliculas formadoras del parche
9.3.1 Proceso de fabricacion de las peliculas a base de alginato

Para la fabricacion de las peliculas a estudiar, primeramente, se peso la cantidad
de laponita correspondiente, 0-1g, y se suspendid empleando un sonicador
(ULTRAsonik) de 28H en 90 gramos de agua desionizada por una hora. A esta
suspension se le adicioné 1 gramo de alginato de sodio usando agitacion magnética
a 350 rpm por una hora. Una vez cumplido este periodo de tiempo, se le agregé el
volumen pertinente de glicerina, 250-500uL, y se dejé agitando en las mismas
condiciones por 10 minutos. Se continudé con la adicion de 150mg de maltosa y la
cantidad acorde de CaClz, 0-40mg, ambos disueltos en 10 gramos de agua
desionizada, empleando una jeringa a fluyjo de 10mL/h, mientras se agitaba
simultaneamente usando una propela EuroStar 20 (IKA) digital a 1000rpm. Esta

mezcla fue almacenada en refrigeracion.

o e

Disolver
(28 H /sonicador)

Laponita Alginato Inyectar
de Sodio (velocidad de
flujo10OmL/min)

Suspender Mezclar Mezclar Mezclar
(bafio sénico 28 H / (350 rpm/ agitacion (350 rpm/ agitacion (1000 rpm/ propela
1 hora) magnética /1 hora) magnética /10 min) de hélice /10 min)

Secar
(45°C/ incubadora/ Desmoldar
5 horas)

Verter en molde de
teflon

Figura 8. Diagrama de flujo del proceso de fabricacion de las peliculas

Con la mezcla para peliculas anteriormente descrita se fabricaron las peliculas
evaluadas en el posterior disefio por medio del método moldeo y evaporacion. Para
ello, la mezcla fue sonicada en un bafio sénico (ULTRAsonik) de 28H por 20 minutos
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para la remocion de aire contenido en ella. A continuacién, 9.5 gramos de mezcla
fueron vertidos sobre un molde de teflon, el cual se colocé en una incubadora BJPX-
100B (BIOBASE) a 45°C sin agitacion por 5 horas. Al finalizar la pelicula formada
fue desmoldada y cortada acorde a las especificaciones del resto de las pruebas.

El proceso se encuentra descrito en la figura 8.

9.3.2 Optimizacién del médulo de Young de las peliculas a base de alginato.
9.3.2.1 Disefio de experimentos para las peliculas de alginato

Previamente se realiz6 un diagrama de Ishikawa para determinar las posibles
variables que podrian impactar sobre la fabricacion del parche de microagujas (fig.
9). Derivado de esto, se determiné como principal variable de respuesta el médulo
de Young de las peliculas, ya que esta propiedad describe la relacion entre el
esfuerzo para generar una deformacion. De manera tal que, al maximizar esta
respuesta, la pelicula sea capaz de formar microagujas que presenten la menor
deformacion tras ser retiradas del molde y mantengan su forma durante su

indentacion en el globo ocular.

Medloamblente Materlales

Molde de macho
Cantidad de polimero Material de fabricacién
Cantidad de entrecruzante Molde de Hembra
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L. Adhesion
Dosificacion I mold
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Figura 9. Diagrama de Ishikawa sobre la fabricacion del parche de microagujas

Para realizar la optimizacion, se seleccionaron las variables correspondientes a la

formulacion para evaluar en un disefio Box Behnken de tres factores y dos niveles.
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Estas corresponden al agente intercalador, al agente de refuerzo y al agente
plastificante, es decir, al CaClz, la laponita y la glicerina respectivamente. En la tabla
7, se presentan los factores y niveles utilizados en esta experimentacion. Por su
parte, en la tabla 8, se encuentra el esquema general de experimentos realizados.
Cabe aclarar que las cantidades presentadas se encuentran referidas a 10 gramos

de agua.

Tabla 7. Factores y niveles evaluados en el disefio de experimentos

Factor Nivel Bajo Nivel Alto
Laponita (mg) 0 100
CaCl2 (mg) 0 10
Glicerina (pL) 25 50

Tabla 8. Orden de experimentos y condiciones de los mismos dentro del disefio de
experimentos

Factor 1 Factor 2 Factor 3
No. De _ ] o
_ Corrida Laponita B:Glicerina C:CaCl2
experimento
mg ML mg
6 1 100 25 0
15 2 50 25 5
12 3 50 50 10
3 4 0 50 5
2 5 100 0 5
5 6 0 25 0
9 7 50 0 0
17 8 50 25 5
11 9 50 0 10
7 10 0 25 10
10 11 50 50 0
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8 12 100 25 10

14 13 50 25 5
13 14 50 25 5
4 15 100 50 5
1 16 0 0 5
16 17 50 25 5
18 18 50 25 5
19 19 50 50 0
20 20 50 0 10

9.3.2.2 Pruebas de tension

El médulo de Young de las peliculas obtenidas se determin6 al 0.2% de deformacion
de la curva de Esfuerzo vs. Deformacion (anexo 5) calculada a partir de los datos
obtenidos en el aparato universal de prueba. Las pruebas de traccién fueron
realizadas en un equipo Multitestl-i (Mecmesin) con caja de fuerza de 50 N y
velocidad de desplazamiento de 10mm/min. El grosor promedio de las peliculas fue
previamente determinado usando un micrometro. Cada experimento fue realizado

por sextuplicado para obtener el médulo de Young promedio de cada lote.

9.4 Caracterizacion de la pelicula optimizada

La pelicula optimizada fue estudiada bajo las siguientes condiciones para su
caracterizacion:

% Sin agente osmético ni intercalador (base)

% Con agente osmdtico sin intercalador

% Con agente osmdético y agente intercalador (pelicula seleccionada por medio de

la optimizacion)
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9.4.1 Descripcion fisica, grosor y peso

La descripcion fisica se realizd por inspeccion visual de un lote de 10 peliculas
posterior a ser desmoldadas. El grosor promedio de cada tipo se determind
midiendo con un micrémetro en 5 lugares aleatorios de cada pelicula en un lote de
6 peliculas por tipo. La determinacion del peso promedio se realizd a partir de la

medicion en balanza analitica de 18 muestras de 1cm? de pelicula.

9.4.2 Microscopia electronica de Barrido

La microscopia electrénica de Barrido, SEM por sus siglas en inglés, se empleé para
el estudio de la textura y morfologia de las peliculas. Esta se realizd en un
microscopio JEOL JSM-5910 (JEOL) a 20kV a diferentes aumentos. Las muestras

fueron recubiertas con oro previo a su observacion.

9.4.2.1 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X caracteristicos (EDS)

En simultaneo a la técnica anterior, es posible la detecciobn de rayos X
caracteristicos de la muestra. Estos permiten hacer un microanalisis elemental de
elementos claves presentes en la formulacion. Para este estudio se seleccionaron
al C, H, O, como representantes de la parte organica del sistema y al Na, Mg, Si
como representantes de la porcion inorganica del mismo. De esta manera, el
sistema Oxford Aztec 100 acoplado al microscopio previamente descrito se us6 para
el andlisis elemental de las peliculas.

9.4.3 Espectroscopia de Infrarrojo

Muestras de las peliculas ya desmoldadas fueron analizadas en un equipo FTIR/IR
Spectrum 400 (Perkin-Elmer) en un intervalo de 4000-400 cm?. Se empled la
técnica de reflectancia total atenuada para la obtencibn de los espectros
correspondientes. Las muestras fueron analizadas sin ninguna preparacion

particular.
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9.4.4 Analisis térmicos
9.4.4.1 Calorimetria diferencial de Barrido

Las transiciones térmicas de primer y segundo orden de los diferentes tipos de
peliculas fueron estudiadas en un equipo DSC1 (Mettler Toledo) en un rango de
25”C a 550°C a una velocidad de 10°C/min con atmosfera de N2. Las muestras

empleadas fueron tiras de pelicula equivalentes a 1cm?.

9.4.4.2 Termogravimetria

En correlacion con la prueba anterior, el estudio de termogravimetria para investigar
residuo carbonico, perdida de agua entre otras se llevd a cabo en un equipo
TGA4000 (Perkin Elmer) en un rango de 25°C a 550°C con atmosfera de N2 a una

velocidad de 1°C/min

9.4.4.3 Pérdida por secado

Muestras previamente pesadas de 1cm? de los tres tipos peliculas (n=8) fueron

colocadas en un desecador termostatico al vacio VACUO-TEMP 4000474 (JP
Selecta) a 60°C por 24 horas. Una vez alcanzado la condicion de peso constante,
las peliculas fueron pesadas nuevamente. La perdida por secado se calculd por
diferencia de diferencia de pesos y se expreso en porcentaje, acorde a la ecuacion

presentada a continuacion.

Ecuacion 3. Calculo de la pérdida de peso porcentual

eso inicial — peso final
Pérdida de peso (%) = P - ,p, f x 100
peso inicial

9.4.5 Desintegracion

La prueba de desintegracion se realizé acorde al MGA 0261 de la FEUM 11.2 edicion.

En cada uno de los espacios de la canastilla del equipo se colocaron muestras de



1cm? de la pelicula a estudiar. La canastilla se coloco en el equipo junto con agua
destilada a 37°C como medio de desintegracion. La prueba dio inicio y se detuvo
hasta que la forma de las peliculas introducidas en la canastilla se hubiese perdido,

el tiempo transcurrido de inicio a fin es el tiempo de desintegracion.

9.4.6 Hinchamiento

Muestras de 2cm? de pelicula se sumergieron en 25mL de agua desionizada.
Pasado cierto tiempo, el agua fue removida y la pelicula pesada. A continuacion, a
la misma muestra himeda se sumergié nuevamente. Este ciclo de sumersion y
pesado se repitid hasta que la diferencia entre los pesos de dos tiempos continuos
fuese negativa. El experimento fue realizado por sextuplicado para cada tipo de

peliculas.

El hinchamiento de cada muestra se determind de la siguiente manera:

Ecuacion 4 Ecuacién para el calculo del porcentaje de hinchamiento

W, (mg) — W, (mg)
W, (mg)

Hinchamiento (%) =

Donde:
W: es el peso de la pelicula tras sumersion a distintos tiempos.

Wo es el peso inicial de la pelicula.

Las mediciones se realizaron a los 0, 10, 20, 30, 45, 60, 80, 100, 120, 150, 210

segundos.
9.4.6.1 pH superficial

Al finalizar las pruebas de Hinchamiento, las muestras aun himedas fueron
empleadas para la determinacion del pH superficial. Para esto, Gnicamente se midio

el pH del gel resultante utilizando tiras reactivas
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9.4.7 Degradacion

De manera similar al hinchamiento, muestras de 2cm? de pelicula fueron
sumergidas en 25mL de agua desionizada. Tras cierto tiempo el agua fue retirada,
la pelicula pesada aun himeda y posteriormente puesta a secar. Una vez seca,
cada muestra se volvié a pesar para determinar la degradacion. Para cada tiempo,

la determinacion se realiz6 por triplicado. El célculo de la degradacion es el siguiente

Ecuacion 5 Determinacion del porcentaje de degradacion

W (mg) — W, (mg)|
Wy (mg)

Degradacion(%) =

Donde:
W: es el peso de la pelicula seca tras sumersion a distintos tiempos.

Wo es el peso inicial de la pelicula.

Las mediciones se realizaron en intervalos de 30 segundos durante 5 minutos.

9.4.8 Permeabilidad al vapor

En este ensayo se evalud la captacion de agua por parte de NaOH permitida por las
peliculas fabricadas. Para ello, en viales de vidrio con boquilla de 1 cm de diametro
se colocaron perlas de hidroxido de sodio con masa aproximada de 430 mg. Estos
se taparon con circulos de las peliculas (muestras, n=6), Parafim® (control
negativo) y nada (control positivo y referencia) y se sellaron empleando un sello de
aluminio colocado con una engargoladora para asegurar que el Unico paso de vapor

fuese a través del area correspondiente a la boquilla.

A continuacion, los viales fueron pesados una vez preparados y se volvieron a pesar
posteriormente a 24,48 y 72 horas. El célculo del porcentaje de permeabilidad al

vapor de agua se acorde a la siguiente ecuacion:
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Ecuacion 6. Célculo de la Permeabilidad al vapor.

My, ovial

—=—— %100
My,o ¢+

Permeabilidad al vapor (%) =

Donde:

Mwzo Vial corresponde a la masa de agua dentro del vial calculado por diferencia de
pesos con respecto al tiempo anterior.

MH2o c+ es la masa de agua captada por el control positivo para cada tiempo.

9.4.9 Propiedades mecanicas —Determinacion del modulo de Young.

Se realiz6 de manera idéntica a lo descrito en el punto 9.3.2.2 Pruebas de tension

para las peliculas de interés.

9.5 Fabricacion del parche con microagujas

Una vez obtenido tanto la pelicula como las nanoparticulas en las condiciones
seleccionadas a partir de los disefios de experimentos respectivos, se continuo con
la unibn de ambos elementos para la fabricacion del parche con microagujas. Previo
a esto fue necesario la fabricacion de los moldes hembra que permitirian generar

las microagujas por el método de micromoldeo.

9.5.1 Fabricacion del molde hembra de microagujas

La fabricacion del molde hembra de microagujas se realizé a partir de
modificaciones al protocolo presentado en el trabajo Badhe, R et al. 202134, En un
molde de silicona con 18 espacios de tamafio de 2x2x2cm se colocaron en cada
espacio 2.71 gramos de parafina sélida. El molde se colocé en una estufa a una
temperatura de 80°C por 30 minutos para derretir la cera presente en cada espacio.
Una vez ocurrido esto, el molde fue retirado del horno y enfriado a temperatura
ambiente hasta que la parafina estuviese nuevamente solida y firme. Cada cuadrado
de parafina, de ahora en adelante llamado base, fue desmoldado para proseguir

con la formacion de las cavidades de las microagujas.
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Para la formacion del molde hembra de microagujas, cada base fue indentada por
un rodillo de microagujas de acero inoxidable Dermaroller© para penetracion de
2.5mm. El cabezal del rodillo en cuestion fue adaptado a la pinza de sujecién del
instrumento universal de pruebas (fig. 7a). En esta configuracion, el cabezal fue
calentado en un bafio de agua 55°C por 5 min previo a la penetracion de la base. Al
termino de este periodo de tiempo, la pinza fue colocada en el equipo y la base
colocada en el soporte del mismo. Se desliz6 la pinza hacia abajo hasta hacer
contacto con la base y a partir de ese punto se prosiguié con una indentacion hasta
alcanzar los 2.5mm de profundidad a una velocidad constante. Llegado a dicha
distancia, se permitié un tiempo de 1 min de espera previo a la separacion del

cabezal de la base, obteniendo asi el molde deseado (fig. 7b-d).
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Figura 10. Fabricacion del molde hembra de microagujas a) adaptacion del instrumento universal de prueba
para indentacion de la base, b) fotografia del molde hembra posterior a la perforacion, c) vista transversal
de las cavidades del molde, d) vista superior y acercamiento a una de las cavidades formadas en el molde
hembra
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9.5.2 Fabricacién del parche con microagujas

Debido a los requerimientos del ojo, el parche de microagujas puede separarse en
dos partes: la primera parte correspondiente a las microagujas que contiene la
formulacién formadora de pelicula proveniente del disefio de experimentos a la que
se agrego el sistema L/M para una concentracion final de 12mg/mL de hierro y la
segunda que es Unicamente la plataforma para colocar las agujas en el ojo formada
por la formulacion anterior sin agente osmdtico, intercalador ni magnetita. Un

ejemplo del parche objetivo se presenta en la siguiente figura.

. . . Formulacion Formulacién
‘ Mgzt 0 Laponiita de Alginato de Alginato
con CaCl, y sin CaCl, ni
maltosa maltosa

Figura 11. Modelo del parche con microagujas y sistema L/M. Creado en BioRender

Para esta fabricacion, se coloco 1 mL de la formulacidbn con magnetita sobre el
molde. Se continuo con tres ciclos constituidos por 30 minutos colocadas a vacio a
una presion de -550mm de Hg y 30 minutos de sonicado en bafio de hielo. Al
terminar el tercer ciclo, la formulacion se retird, el molde se limpié con ayuda de un
hisopo y se le coloco 1mL de la formulacion para la parte externa. A este se le
sometié nuevamente a un ciclo de vaci6 y sonicado. Posteriormente, se le seco por
una hora en una incubadora a 45°C y se permiti6 que terminara su secado a

temperatura ambiente, para desmoldarlo al dia siguiente.
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9.6 Caracterizacion del parche con microagujas
9.6.1 Microscopia electronica de Barrido

Para estudiar la morfologia y uniformidad de las microagujas se tomaron imagenes
a distintos aumentos empleando un microscopio JEOL JSM-5910 (JEOL) a 20kV. A
pesar de ser en su mayoria un material polimérico, se decidié no recubrir la muestra

y Unicamente esta fue adherida a una cinta de carbono para su observacion.

9.6.1.1 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X caracteristicos (EDS)

Simultaneamente se realiz6 un mapeo de los elementos caracteristicos de la
laponita y la magnetita empleando el sistema Oxford Aztec 100 acoplado al

microscopio como descrito en secciones anteriores.

9.6.2 Uniformidad de contenido de magnetita en el parche

La cuantificacion de la magnetita se realizd de manera indirecta, haciendo la
determinacién del hierro total en la muestra. Para ello, se cuantifico el Fe3*
coordinado con CI- acorde a la metodologia establecida por Torras, M et al., 2020%%,
En este, disoluciones de FeClse7H.O en agua desionizada en un rango de 2.79 a
1.95 mg/L fueron preparadas. De cada una de estas disoluciones se tomd una
alicuota de 500puL y se diluyeron en 2 mL de agua desionizada y 2 mL de HCI al
37%. Cada dilucion se dejé incubando a temperatura ambiente durante 1 hora. Las
muestras fueron leidas en un espectrofotometro UV-Vis, registrando el maximo a
348nm. Un total de 6 curvas fueron realizadas y medidas por tres dias consecutivos,
estas se presentan en el anexo 7. Por ello, las muestras fueron sellas con Parafim®
y guardadas en refrigeracion hasta su siguiente uso. El blanco se prepar6 de igual
manera que la curva, Unicamente sustituyendo el volumen de la alicuota por un

volumen igual de agua desionizada.

Una vez realizadas las curvas, la cuantificacion de magnetita en cada parche con
microagujas se llevd a cabo de la siguiente manera. Parches con microagujas de

1cm? de diametro (n=6) se colocaron en tubos eppendorf y se les adiciond 500uL
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de agua desionizada. Las muestras fueron agitadas empleando un vortex a maxima
potencia durante 15 segundos. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a
6200rpm en una centrifuga (GmCLab) por 10 min. El sobrenadante fue retirado con
ayuda de una micropipeta. Este proceso fue repetido tres veces en total para
asegurar la completa remocién de la formulacion polimérica. A continuacién, se les
adiciono 500uL de agua y 400uL de agua. Las muestras fueron incubadas por una
hora a temperatura ambiente para permitir la digestion de las nanoparticulas. Al
finalizar el periodo de incubacion, las muestras fueron analizados en un

espectrofotémetro UV-Vis.
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10 Resultados

10.1 Estudio del sistema intercalado Laponita/Magnetita (L/M)

10.1.1 Sintesis del sistema L/M

Para la sintesis de nanoparticulas de magnetita en laponita se realiz6 una
modificacion al método de coprecipitacion cominmente empleado en la sintesis de
este 6xido de hierro. Esta metodologia se eligido sobre otras por ser relativamente
sencilla de realizar y reproducir, costo efectiva y de corto tiempo2¢. El producto
obtenido se trata de un sistema tipo core-shell'®’, en el que la arcilla se encuentra
soportando a las nanoparticulas magnéticas.

La inmovilizacién de la magnetita en la laponita es posible debido a la interaccion
electrostatica entre los nanodiscos Y los cationes de hierro en el medio. La laponita
es una arcilla que se dispersa rapidamente en agua. Esto da origen a una carga
superficial positiva en los bordes y una carga superficial negativa en la cara de la
arcilla. Al momento en que se da la adicion de la disolucion de sales de hierro, los
cationes di y trivalentes de este metal se unen a la cara de la laponita. Una vez que
se hace la adicion de la base, la formacion de los nlcleos de magnetita puede darse
tanto con los cationes libres en disolucion como con aquellos en la superficie de la
arcilla. De manera que la laponita funge como un centro de nucleacion heterogénea

y agente estabilizador una vez formado el nlcleo.

Lo anterior tiene como implicacibn un posible efecto sobre los procesos de
crecimiento que puedan gobernar sobre la formacién de las nanoparticulas de
magnetita y por tanto un efecto sobre el tamafio final de las mismas y su distribucion.
Szabo, T. et al.,, 2007 han realizado estudios sobre el efecto de la sintesis de
nanoparticulas de 6xido de hierro soportadas en arcillas; siendo estas factor en
propiedades como la distribucion del tamafio de particula y el valor del mismo, entre
otras'®*, No obstante, actualmente no existe mecanismo que permita explicar este
efecto observado; no sélo para el crecimiento de las nanoparticulas adsorbidas en

arcillas, sino para la formacion general de nanoparticulas. Si bien el modelo de
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LaMer provee una explicacion basada en la teoria clasica de nucleacion; esta
propuesta para el proceso de crecimiento de nanoparticulas requiere de un estudio
a profundidad limitado por la instrumentacion y técnicas disponibles que restringen

su aplicacion!s 139,

a)

“ 3 | = =
Figura 12. Muestras himedas (superior) y secas (inferior) a concentracion de laponita de
a) 2% b) 1% y c) 0.5% con una concentraciéon de Fe3+ de 0.3 M

Para la definicion de los niveles de laponita a usar en el disefio de experimentos, se
probaron suspensiones al 0.5, 1y 2 % m/v de la arcilla con la disoluciéon de Fe** en
dos valores 0.3y 0.03 M. En las seis pruebas, el producto resultante fue un sélido
negro que presentaba una mayor suspension a mayor concentracion de laponita vy,
por tanto, una mayor resistencia a la decantacion magnética. Las muestras al 2%
de laponita fueron imposibles de separar de las aguas madres de la reaccion, por
consiguiente, el lavado de las muestras no se realizd y la remocién del agua tardo
mas de 24 horas con vacio. Estas muestras presentaron oxidacion demostrado por
un cambio de color inicial negro a un rojo tras la remocién del agua, ademas que el

sélido recuperado no presentd ninguna respuesta magnética (fig 9a). La magnetita,
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Fe304, se describe como un solido con respuesta magnética color negro-café
obscuro; mientras que la hematita, Fe2Os, otro 6xido de hierro, se presenta como
un solido de color rojo ladrillo-café rojizo con nula respuesta ante la presencia de un

iman'4°, Derivado de lo anterior, dicha concentracién de laponita fue descartada.

Por su parte, la muestra con 0.03 M de Hierro y 1% de laponita presento problemas
similares a los ya previamente descrito, no obstante, para esta muestra en
especifico el producto recuperado cambio de un color negro a un sélido café claro
magnético (fig 9b). Dentro de las distintas fases que puede presentar el hierro se
encuentra la maghemita, y-Fe203, una fase de transicion entre la magnetita y la
heméatita que se distingue de ambas al presentarse como un sélido con un color café
claro-café caramelo con respuesta magnética’*°. En este caso, como los anteriores,
la gran capacidad de adsorcion de agua exhibida por la laponita en combinacion
con el tratamiento térmico empleado para el secado del producto, llevo a la
oxidacion de la fase de hierro.

De esta manera, las tres muestras restantes fueron rapidas de separar y el producto
recuperado fue un sélido negro que respondié al acercamiento de un iman.
Calculando la proporcion laponita/magnetita (L/M) de las muestras se obtuvo 1.9,
0.79y 0.19 para las combinaciones 0.5% Laponita — 0.03M Fe, 1% Laponita — 0.3M
Fe y 0.5% Laponita — 0.3 M Fe respectivamente. Por lo que se decidié por trabajar
con proporciones de laponita/magnetita de 2 y 0.02 como nivel superior e inferior y
concentracion fija de Fe3+ de 0.05M. Estos son los niveles trabajados en el disefio
de experimentos ya descrito (seccion 9.1.2.1). Asegurando de esta manera obtener
la fase deseada de hierro en todos los puntos del disefio evaluadas.

10.1.2 Optimizacion del tamafio de cristalito

La gréfica de superficie-respuesta obtenida tras el disefio de experimentos de cara
centrada al cubo realizado para la minimizacion del tamafio de las nanoparticulas
magnéticas se presenta en la siguiente figura. Los difractogramas y refinamientos
de Rietveld mediante los que se obtuvo los resultados para generar la figura 13 se
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encuentran en el anexo 1. Por su parte, la tabla de ANOVA, el modelo matematico

generado y los estadisticos para el mismo se encuentran localizados en el Anexo 2.
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Figura 13. Grafica de superficie respuesta para el tamafio de particula/cristalito de la
magnetita en el sistema LM

Acorde a esta grafica, es posible observar que tanto el aumento de temperatura
como el aumento de laponita en el medio conllevan a un mayor tamafo del cristalito
de la magnetita. La relacion entre la temperatura y el tamafio de particula o cristalito
se puede explicar por los procesos de crecimiento de Otswald!#'. A una mayor
temperatura la solubilidad limite aumenta, de manera tal que el proceso continuo de
nucleacion y disolucion produce la formacion de nicleos de mayor tamafio que
tienden a la agregacion. De manera general es conocido que la temperatura tiene

un efecto directo sobre los procesos de nucleacion y crecimiento#?.

Por su parte, la superficie de respuesta generada presenta una curvatura que se

origina principalmente por la variable de proporcién Laponita/Magnetita. Puesto que
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la concentracion de la disolucién de sales de hierro fue la misma para todos los
experimentos, es posible decir que el comportamiento observado en la grafica es
principalmente derivado por la creciente adicion de la arcilla en cada nivel estudiado.
La laponita, como fue mencionado en la seccién anterior, tiene una capacidad de
intercambio de cationes que le permite la interaccion con los cationes de hierro
presentes en el medio independientemente de la carga de los mismos. Se ha
observado que esta propiedad tiene efecto sobre los procesos de nucleacion,
crecimiento y migracion, ademas se ha descrito que los procesos de nucleacion
gobiernan sobre los de crecimiento en la laponita’?*. Una vez que la densidad de
carga superficial es igualada, la laponita deja de fungir como centro de nucleacion
y, por tanto, por arriba ese valor la formacién de nlcleos se ve guiado principalmente

por los procesos de migracion de cationes en el medio.

Basta decir que de lo observado en la grafica de superficie-respuesta, la condicion
en la que se observa el minimo de tamafio, 8.54nm, obtenido con los niveles de
variables estudiados estad a una proporcion de 0.2 de Laponita/magnetita y una
temperatura de 60°C. Esta fue la condicidn seleccionada para la caracterizaciéon
siguiente del sistema. Esto debido a que el tamafio es importante para asegurar el
comportamiento magnético y la biodegradacion de la nanoparticula. Con respecto
al magnetismo, de manera general para las nanoparticulas de FezOa4, un tamafo
por debajo de 20nm>! permite asegurar que estas seran superparamagnéticas a
manera que funcionen como vectores para farmacos estimulo-sensible a la
presencia de campos magnéticos al exhibir nula coercitividad y ninguna
magnetizacion residual con alta magnetizacion ante la presencia de un campo
magnético externo. O bien, al considerar su uso como agente antitumoral o agente
de diagnostico, el tamafio exhibe una relacion proporcional con la tasa de absorcién
especifica'*® que puede impactar negativamente sobre el empleo de SPIONS en el
area biomédica. En cuanto a la biodegradacion de este tipo de nanoparticulas, se
ha estudiado que la disminucion de tamafo previene la formacion de depdsitos en

el ojo, sin dafio ni presencia de estas en tejidos oculares'.
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10.2 Caracterizacion del Sistema L/M
10.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo

El espectro de infrarrojo para la laponita, magnetita y sistema L/M obtenidos por la
técnica de reflectancia total atenuada para estudiar las vibraciones de los enlaces

en estos se presentan en la siguiente figura.
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Figura 14. Espectro de infrarrojo de Laponita (negro), Sistema L/M (rojo), mezcla fisica
(azul) y magnetita (verde).

Como es posible observar en la figura 14, en todas las muestras existe una banda
alrededor de los 3300 cm™. Dicha banda se presenta ensanchada, su forma
caracteristicapone en evidencia la presencia de agua superficial en ellas. Esta tiene
origen por vibraciones de estiramiento de los enlaces O-H en la molécula del agua.
En la magnetita, la banda en 545 cm™ corresponde a las vibraciones de estiramiento
del enlace Fe-O, mientras que la banda en 1107 cm™ esta relacionada con las
vibraciones asimétricas del tipo oscilatorios de dicho enlace. Por su parte, el
espectro de la laponita muestras sus bandas caracteristicas. La banda a 968 cm*

se debe a con las vibraciones asimétricas de estiramiento que experimenta el enlace
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Si-O; mientras que la banda en 645cm™ es resultado de las vibraciones de

estiramiento de los enlaces Mg-O.

La presencia de las bandas caracteristicas tanto para la laponita como para la
magnetita se encuentran en la mezcla fisica como en el sistema L/M. Existe una
interaccion entre ambos tipos de estructuras inorganicas puesto en evidencia por el
desplazamiento de las sefales caracteristicas. No obstante, la intensidad de las
bandas en el sistema L/M es mayor a las correspondientes en la mezcla fisica, esto
puede indicar una mayor interaccion entre la laponita y la magnética en el sistema
L/M con respecto a la mezcla fisica. De manera general, el proceso de obtencion
del sistema L/M permite la recuperacion de ambos por la interaccion evidenciada en

el espectro.

10.2.2 Difraccion de rayos X de polvos

La difraccién de rayos X de polvos se empled con el objetivo de estudiar el tamafio
de cristalito y efecto sobre las fases de hierro atribuibles a la presencia de Laponita
durante la sintesis de magnetita. El difractograma en cuestion para la laponita, la
magnetita y el sistema L/M se presenta en la figura 15. Es importante mencionar

gue en este caso no se realizo el estudio de la mezcla fisica.

De acuerdo a lo observado en el difractograma, las sefiales correspondientes a los
planos (001), (005), (200) y (060) de la laponita®®: 71129 132 se encuentran localizados
en 5.6, 28.1°, 34.7°y 60.7°y con distancias interplanares (d) calculadas de 1.513nm,
0.3183nm, 0.2576nm, 0.1527nm respectivamente. Se observa de manera general
para el grupo de las arcillas y minerales del grupo de las esmectitas que las bandas
de orden superior, como en este caso la correspondiente al plano (060), son
caracteristicas y permite la diferenciacion entre ellas®®. La distancia interplanar de
este plano corresponde con lo esperado para un esmectita trioctahédrica®® 44;
adicionalmente lo encontrado para el resto de las sefiales para la laponita coinciden
con lo previamente reportado por diversos autores®® 71129132 Aunque es importante

hacer mencion sobre las sefiales no marcadas, aun no existe una asignacion
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definitiva de los planos a estas y/o presentan diferencias en la literatura. No sélo
eso, también existen estudios que mencionan que la laponita mas que hacer
referencia a un solo tipo de arcilla, acorde a los estudios de rayos X de polvos , se
identifica como una mezcla de arcillas y se sugiere el uso de mezcla de filosilicatos
Mg-Li en lugar de laponita'?® 145, Por lo que el andlisis de la laponita por esta técnica

es de interés para un mejor entendimiento general de misma.
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Figura 15. Difractograma de la laponita (negro), sistema L/M (rojo) y magnetita (azul)

2000 H

Intensidad (u.a.)

Por su parte la magnetita fue correctamente identificada mediante las sefiales a
30.0°, 35.5°, 43.2° correspondientes a los planos (220), (311) y (400). Estas tres
sefiales son las principales empleadas para su identificacion, igualmente se
presentan el resto de sus bandas como fue sefialado en la figura 15. Con respecto
al sistema elegido, el sistema LM presenta de manera clara las bandas
correspondientes a la magnetita, no obstante, las sefiales de la arcilla se ven

considerablemente disminuidas. Esto es principalmente derivado de la proporcion
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empleada y fue previamente observado en el disefio de experimentos, asi como en

experimentos previos como el reportado por Goncharuk, O.etal., 2020 12°,
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Figura 16. Bandas principales de la magnetita (izquierda) y sistemas LM tras refinamiento (derecho) con
el respectivo ajuste gaussiano

De las bandas principales (figura 16) ya mencionadas se obtuvo el tamafio promedio
de particula/cristalito para la magnetita empleando la ecuacion de Scherrer. Se
obtuvo un tamafio promedio para la magnetita sola e intercalada con laponita de
10.34 y 8.54nm respectivamente. Como se menciond en la seccion 10.1, la laponita
actua como centro de nucleacién heterogénea para la formacion de magnetita
debido a su capacidad de intercambio de cationes derivado de la carga superficial
negativa en su cara. Esto le confiere una capacidad de control sobre el tamafio que
lleva a una reduccion del mismo por su presencia. A pesar que, bajo las condiciones
seleccionadas, la presencia de formacioén de nicleos en el medio también existe,
este mecanismo se encuentra compitiendo con la formacion de nulcleos en la
superficie de la arcilla.

10.2.3 Dispersion dinamica de Luz

La dispersion dindmica de luz es una técnica que permite la determinacion del

tamafo de particula de sistemas dispersos. De manera que se obtiene un tamafio

53



promedio del sistema y el valor del indice de polidispersion (PDI) del mismo. El
equipo permite también la determinacion del potencial Z de la muestra. Los
resultados de estas determinaciones se presentan para la laponita, la magnetita y

el sistema L/M en la tabla 9.

Tabla 9. Resultado de tamaiio, polidispersidady potencial Z

Tamafo
Material hidrodinamico PDI Potencial Z (mV)
(nm)
Magnetita 3727+ 1148 0.273 9.71+7.16
Sistema L/M 7272 £ 590.5 0.363 -23.1+6.19
Laponita 102.7 £5.043 0.213 -21.5+7.59

Acorde a estos resultados, la magnetita presenta un tamafio de particula
considerablemente mayor a lo esperado, fuera incluso del tamafio para ser
consideradas nanoparticulas. El resultado implica que la técnica empleada no es la
adecuada para la determinacion del tamafio de este tipo de nanoparticulas. Esto ya
que el potencial Z determinado para la magnetita tiende ala neutralidad y, por tanto,
a la aglomeracion del sistema, explicando asi el tamafio obtenido. Es decir que
realmente lo que se esta midiendo son agregados de nanoparticulas. Si bien el PDI
observado es pequefio, es indicativo que los aglomerados de nanoparticulas llegan
a un tamafo minimo relacionado con la minimizacion de su energia de superficie.
Adicionalmente si bien la medicidon del potencial Z cumplié los requerimientos de
calidad de la medicion, la medicién de tamafio no mostré esto incluso a diferentes

condiciones estudiadas.

La laponita, por su parte, presenta de igual manera un tamafo promedio mayor al
tedrico con baja dispersion con valores acordes a lo reportado en la bibliografia?.
Este material si bien no tiende a aglomerarse, forma estructuras complejas al
suspenderse que podrian explicar el aumento de tamafio. Con respecto al sistema

L/M, la intercalacién de la magnetita se confirma tanto en el aumento del tamafio
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medido, como en el cambio del potencial Z. Este a su vez tiene un valor ain mas
negativo, que el de la laponita misma, no obstante, no existe diferencia significativa
entre ellos. La adicion de la laponita, mejora la capacidad de suspension de la
magnetita, sin embargo, no es suficiente para prevenir su aglomeracion. Mayor
cantidad de laponita durante la sintesis apoya a la suspensién de las nanoparticulas
magnéticas como observado inicialmente en el estudio del proceso de sintesis
(seccion 10.1.1).

10.2.4 Analisis térmico
10.2.4.1 Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido se realiz6 para el estudio de las transiciones
de primer y segundo orden que pudiesen suceder sobre el sistema generado. En la

figura 17 se presenta el termograma correspondiente a esta prueba.

TExo

Flujo de calor (mW)

_6 —
—— Laponita

8 — Sistema L/M
—— Magnetita

103.33 | —— Mezcla fisica
_10 -
T T T ' ' ' : I :
100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

Figura 17. Termograma obtenido por calorimetria diferencial de barrido del sistema L/M,
mezcla fisica, laponitay magnetita.
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De la gréfica anterior, es posible decir que en el intervalo de temperaturas estudiado
unicamente se aprecia una endoterma coincidente en todas las muestras
analizadas. La endoterma mas pronunciada en 103.3°C se presenta en la laponita,
esto aunado principalmente a la alta hidrofilicidad que tiene este material, como es
comun en este tipo de arcillas!®®. Por su parte, la endoterma de la magnetita y la
mezcla fisica de polvos se presenta a temperaturas similares, 76.5°C y 78.8°C
respectivamente, donde el cambio de temperatura se relaciona principalmente con
la adicion de la laponita quien se relaciona con mayor afinidad al agua. Por su parte,
el sistema L/M también presenta la liberaciébn de agua fisisorbida a una mayor
temperatura, 85.6°C, y es ligeramente mayor en intensidad a las anteriores. De
manera general, la transicion térmica observada se relaciona con la liberacion de
agua fisisorbida en todos los sistemas. Por lo que, es posible decir que el agua se
encuentra interaccionando tanto con la laponita como con la magnetita con una
mayor fuerza en el sistema L/M que lo mostrado por la mezcla de polvos. Esto
implica un aumento en la hidrofilicidad de las nanoparticulas, como fue observado
previamente en el trabajo de Aguiar, A.S. et al., 2020 ®’. Esto es positivo, ya que el
sistema se piensa incorporar a una base pelicular polimérica que emplea agua como
disolvente. De manera tal, que esto ayuda a la distribucion y dispersion del sistema
L/M en dicha mezcla. Adicionalmente, al no haber ninguna transicion en el rango de
temperaturas estudiado se confirma la estabilidad térmica del sistema. Cabe notar,
gue existente otras transiciones presentes cercanas a los 300°C que corresponde
a la oxidacion de la magnetita a maghemita'*®. Aunque el estudio de estas se ve

complicado por la velocidad de calentamiento.

10.2.4.2 Termogravimetria

A manera de ayudar a la compresion de los cambios con respecto a la temperatura
gque experimenta el sistema se realizaron los estudios de termogravimetria. Los
resultados de este andlisis se presentan en la figura 18. Es posible observar una
primera pérdida de masa en los tres sistemas analizados. La laponita posee una
pérdida de peso del 15.5% en un rango de temperatura de 25 a 100°C con la pérdida
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100

maxima en 64.6°C. La magnetita exhibe la menor pérdida de peso de las tres
muestras analizadas, perdiendo menos del 5% de su masa en el mismo rango de
temperatura que la arcilla con una pérdida maxima a los 43.6°C. Por ultimo, el
sistema L/M presenta una pérdida de peso del 7%, mayor que el sistema sin laponita,
en el mismo rango de tiempo que las dos anteriores con una perdida méxima a
49.3°C. Estas pérdidas de peso observadas Unicamente se relacionan con la
liberacién de agua fisisorbida, siendo mayor en la laponita por su hidrofilicidad. Su
presencia en el sistema L/M mejora la hidrofilicidad del mismo como previamente
mencionado. Con esto, es posible confirmar lo observado en la calorimetria

diferencial de barrido.
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Figura 18. Termograma de la laponita, magnetita y sistema L/M con respecto a, que
corresponde la perdida porcentual de peso (izquierda) y la primera derivada con respecto
de esta con respecto al tiempo (derecha)

En el caso de la magnetita y el sistema L/M ambos presentan una segunda pérdida
de masa, no muy evidente por la velocidad de calentamiento empleada, que va en
un rango de 150 a 370°C correspondientes a oxidacion de la magnetita a la
maghemita. Esto coincide con lo previamente reportado para la magnetital#®. Se
observa un desplazamiento del maximo de temperatura al que ocurre esta pérdida
de masa a una temperatura mas alta en el sistema L/M. Lo cual indica que la laponita

provee una proteccion frente a la oxidacion de la magnetita, efecto comunmente

1
600
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observado en la laponita. Desafortunadamente, no fue posible observar esta
transicion en la calorimetria diferencial de barrido. Esto puede pasar de acuerdo a
la proporcién de maghemita que se haya formado!#’. Lo cual es dependiente de la

temperatura, la cantidad de oxigeno y el tiempo de calentamiento4®,

10.2.5 Microscopia electrénica de barrido

Se realiz6é la microscopia electrénica de barrido a la laponita, magnetita y sistema
L/M. Las imagenes correspondientes a estas muestras se presentan en la figura 19.
A primera vista y en el menor acercamiento (imagenes a la izquierda en la figura
16), la distincibn entre los tres polvos analizados no es inmediata. Todas las
muestras exhiben una distribucién heterogénea de los tamafios de su poblacion.
Esto se debe a la formacion de agregados de nanoparticulas, cuya unidbn ocurre
como consecuencia de la disminucién de la energia superficial de estas particulas.
A pesar de lo anterior, la muestra del sistema L/M (figura 19 c) presentd la menor
heterogeneidad de sus aglomerados, esto indica que la formacion de la estructura
de intercalacion entre laponita y magnetita permite disminuir la energia superficial
del sistema y por tanto controlar la formacion de cumulos. Siendo lo anterior la

principal razon por la que se sintetizd este tipo de estructura.

A un mayor acercamiento (imagenes a la derecha en la figura 19), la laponita (figura
19b) presenta el mayor tamafo de las tres muestras. Esto es acorde con el hecho
gue sus aglomerados estan compuestos de Unicamente particulas con el mayor
tamanfo de los sistemas estudiados, nanodiscos de 25nm de largo y 1 nm de ancho.
Por su parte, la magnetita esta compuesta de aglomerados de nanoparticulas de
menor tamafo con un tamafo promedio de 10nm de radio (de acuerdo a lo
observado en los estudios de difraccion de rayos X). Con respecto al sistemas L/M,
Su poblaciéon presenta aglomerados de tamafio medio como es esperado para un

sistema particulado que conjunta ambos tipos de nanoparticulas en el.
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Adicional a esto, existe un cambio de textura en los aglomerados de las tres
muestras. La laponita muestra la formacion de paquetes que se acomodan paralelos
entre si, congruente con su forma, que da la aparicion de una textura que simula la
formacion de capas. La magnetita se observa con una textura granulada

proveniente de la unién de varias nanoparticulas esféricas. Esta textura se conserva
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en el sistema L/M, no obstante, no es tan evidente como en el anterior, debido a la
presencia de nanodiscos que previenen el acomodo de las nanoparticulas que da
origen a este tipo de textura. El cambio en la textura, la formacion de aglomerados
de tamafo intermedio y la mejora de la distribucién de tamafios de su poblacion
observada en el sistema L/M pueden ser consideradas como evidencia de la

formacion del sistema intercalado.

10.2.5.1 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X caracteristicos (EDS)

Durante la observacion al microscopio electrénico de barrido se da la produccion de
rayos X caracteristicos que permiten realizar un estudio de la composicién elemental
de las muestras observadas. En la figura 20 se presentan los resultados del analisis

semicuantitativo de los elementos representativos de la magnetita y la laponita.
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Acorde a las gréficas presentadas, se observa en la laponita Unicamente la
presencia de los elementos que le componen, como lo son el silicio y el magnesio.
La magnetita muestra existencia de hierro y oxigeno en mayor media como es

esperado para dicho 6xido, no obstante, se observa la presencia de cantidades
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bajas de atomos relacionados con la laponita que pueden explicarse como
contaminacion durante la preparacion de la muestra. En el sistema L/M, los
elementos indicativos de tanto la arcilla como el 6xido de hierro se encuentran
presentes. En especifico se observa un aumento considerable de los elementos de
la arcilla con respecto a lo observado en la magnetita, por lo que su presencia en la

muestra como contaminacion queda descartada.

Para el sistema L/M se realiz6 un mapeo elemental en distintas zonas de la muestra.
Estos resultados estan presentados en la figura 21, en la que se observa que
elementos representativos de la magnetita y laponita se encuentran distribuidos
uniformemente en la muestra, confirmando de esta manera la formacion del
intercalado. Existen partes de la muestra donde Unicamente se ubican los
elementos relacionados con la presencia de magnetita, las cuales pueden ser
resultado de nanoparticulas sueltas de este 0xido de hierro originadas en la sintesis
o bien, por producto de la separacion de la arcilla durante la preparacion de la

muestra para la microscopia.
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Figura 21. Distribucién de los elementos indicativos de magnetita y laponita en el sistema L/M
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10.2.6 Microscopia electrénica de transmision

La microscopia electrénica de transmision permitié estudiar la distribucion de
tamafio y forma de las nanoparticulas sintetizadas; asi como determinar la distancia
interplanar de las fases de hierro presentes, a partir del andlisis de las imagenes
obtenidas. Dichas imagenes se presentan en la figura 22. En éstas las
nanoparticulas se observan esféricas formando aglomerados. Contrario a lo
esperado, a pesar que se muestra la presencia de laponita en el sistema L/M (figura

22b), esto no impide la formacién de aglomerados como esperado, a pesar de que

se observa interaccionando con las nanoparticulas de magnetita.
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Figura 22. Microscopias y distribucion de tamafio con ajuste gaussiano de magnetita (a y c) y del
sistema L/M (by d)
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Lo anterior puede deberse a que la cantidad de magnetita presente no es suficiente
para que sus interacciones interparticula superen a las correspondientes entre
nanoparticulas magnéticas. Esto era de esperarse tomando en consideracion lo
observado en los estudios previos realizados sobre el establecimiento de las
condiciones para la sintesis. Por lo que para poder observar de mejor manera el
efecto de la laponita como agente estabilizante, este requiere aumentar la cantidad
presente en el medio y, por tanto, se requiere de evaluar métodos de separacion y
secado que permitan la recuperacion del sistema de manera 6ptima. Es decir, en el
menor tiempo posible y evite el cambio de fase observado en las nanoparticulas

magnéticas.

Sobre la distribucion de tamafo, la magnetita sintetizada en ausencia de la arcilla
presenta un tamafo promedio de 8.82+0.23nm determinado por el ajuste gaussiano;
menor a los 9.7+£0.2nm de las nanoparticulas en el sistema L/M, resultados similares
fueron observados por Ding, L. et al., 20168, Dicho resultado contradice a lo
calculado a partir de los difractogramas (seccién 10.2.2). Cabe resaltar que la
distribucion de tamafio obtenida a partir de las imagenes de microscopia es
resultado de determinaciones manuales susceptibles a sesgo por parte del operador,
lo cual en consecuencia puede afectar el resultado final. El tamafio promedio de las
nanoparticulas también fue determinado a partir del conteo individual con el que se
obtuvo la distribucion. De esta manera, las nanoparticulas sin y con laponita tienen
un tamafo promedio de 9.24+2.22 nm y 9.95+2.24nm, respectivamente. Este ultimo
resultado implica que no hay diferencia significativa por la adicién de laponita en el

tamafo promedio de las particulas.

Por su parte, en la figura 23 se muestran imagenes de microscopia sefalizando las
distancias interplanares determinadas a partir de las gréficas de perfil (anexo 3y 4).
A partir de estas distancias es posible hacer identificacion de las fases que
componen las nanoparticulas. Para la figura 23a, las distancia promedio por 10
planos de 0.296, 0.253y 0.245nm corresponden a los planos (220), (311) y (222) de

la magnetitals.
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No obstante, en la misma muestra se exhibe la presencia de maghemita, ya que se
obtuvo distancia interplanar de 0.251nm correspondiente al plano (311) de este
6xido'*. Su presencia se debe a la oxidacién de la muestra, la cual puede estar
relacionada con el tiempo y condiciones de almacenamiento previo a su observacion
al microscopio. Por su parte, las nanoparticulas en el sistema L/M (fig. 20b)
presentan distancias interplanares asociadas a la magnetita (0.254nm, plano (311)
y 0.243nm, plano (222)) y maghemita (0.295nm, plano (220)) 4.

La microscopia correspondiente a la laponita (fig. 24) muestra que, a pesar de ser
discos, estos comunmente se observan como filamentos al momento en que su
plano basal se encuentra colocado paralelo al haz de electrones!*® 0 Adicional al
hecho, que llegan a observarse estructuras tipo tactoides apilados de manera
paralela ente si, de dos o mas unidades®®!. De igual manera, la laponita da paso a
la formacién de una estructura recticular®>? sobre la rejilla de observacion derivado

de la formacion previa de un gel durante la preparacion de la muestra.
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10.2.7 Adsorcion de N»

Las isotermas de adsorcion de nitrégeno permiten evaluar la textura de las
nanoparticulas. Las gréaficas de adsorcion y desorcion de las muestras estudiadas
se presentan en la figura 25. La magnetita muestra rapida saturacion que se
mantiene estable y posteriormente crece rapidamente, mientras que la desorcion
presenta una pequefia meseta con una rapida disminucién. Esto indica que las
nanoparticulas sintetizadas tiene un comportamiento congruente con una isoterma
tipo 1V, mostrando el comportamiento de un material mesoporoso, similar a lo

reportado para nanoparticulas de magnetita sintetizadas por coprecipitacion®®s,

| —e— Magnetita (a) a: adsorcion
~ < Magnetita (d) d: desorcion
1404 @  Sistema L/M (a) 1

{ < Sistema L/M (d) ’/
120 4 —®— Laponita (a)
1 —<— Laponita (d)

Volumen adsorbido a STP (cm3/q)

0 T y T y T y T y T y T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Presion relativa, p/p0
Figura 25. Gréficas de adsorcion/desorcion de N,
Por su parte la laponita, muestra una saturacion casi inmediata que sigue de manera
continua hasta un maximo, esto es congruente con una adsorcion tipo IV con una

desorcién que forma un lazo de histéresis tipo H2'*. Este comportamiento se

atribuye principalmente a los poros interlaminares presentes en los camulos del
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material como previamente reportado®®. Por Ultimo, en el sistema L/M, se observa
gque la presencia de la laponita aumenta la cantidad de gas que es capaz de
adsorberse sin modificar el tipo de isoterma. No obstante, la rama de desorcion
cambia a un tipo de lazo de histéresis H5. Esta habla de un material que posee
poros parcialmente blogueados y abiertos simultdneamente®4.Si bien este
comportamiento es poco usual, en este caso se presenta por la conjuncion de la
magnetita con la laponita. Es posible proponer con estos resultados el empleo del

intercalado como nanoacarredor de farmacos.

10.3 Estudio de las peliculas formadoras del parche

10.3.1 Proceso de fabricacion de las peliculas de alginato

La fabricacion de las peliculas podemos dividirlas en dos cuestiones clave, una
correspondiente a la formulacion y otra dedicada al proceso, que impactan
directamente sobre las caracteristicas finales de las peliculas producidas. Con
respecto a la formulacién, esta debe de atender a las necesidades para lo que sera
empleada; con motivo de esto en la tabla 10 estan enlistados los componentes
generales de las formulaciones estudiadas, asi como la funcion de los mismos

dentro de ellas.

Tabla 10. Formulacion general de las peliculas evaluadas

Componente Funcion
Alginato de sodio Agente formador de pelicula
Laponita Agente de refuerzo
Maltosa Agente osmatico y de refuerzo
Cloruro de calcio Agente intercalador
Glicerol plastificante
Agua Disolvente

El alginato de sodio se seleccion6 por su biodegradabilidad y mucoadhesividad que

favorecen su residencia al colocarle en el ojo, asi como facilidad para trabajar y
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llevar acabo su intercalacion, ademas de ser costo-efectivo®. Acerca de la adicion
de maltosa, ésta actia como un agente con funcion dual, permite la simplificacion
de la formulacion, adicional al hecho de haber sido previamente estudiada en
combinacién con el alginato para la fabricacion de microagujas mostrando buenos
resultados®. La laponita de igual manera se utilizd para intentar aumentar la dureza
de las peliculas, ademas de ayudar a la mejoria en diversas caracteristicas de
peliculas. Por su parte, la adicion de cloruro de calcio atiende al hecho de ser un
excelente intercalador de las sales de alginato a partir de la coordinacién de los
cationes de calcio con los grupos carboxilos de a-L-guluronatos en dicho polimero.
Dando la formacion de dimeros cuya estructura se conoce como “estructura caja de
huevos” (fig. 26) que le permite llevar a cabo el proceso de gelacién'®’. La cantidad
de cloruro de calcio, laponita y glicerol fueron estudiados como los factores dentro
del disefio de experimentos posterior al tener un impacto directo sobre las
propiedades mecanicas de la pelicula. Los niveles fueron definidos a partir de
consideraciones experimentales y revision. Si bien la maltosa también posee un
efecto sobre dichas propiedades, se decidi6 mantener este componente en una

cantidad fija ya que su principal funcion en la formulacion es la de agente osmatico.

Estructuracajade Estructuracajade
huevo dimérica huevo multimérica

Alginato Estructura caja de huevo

Figura 26. Estructura de caja de huevo entre sales de alginato y cationes de calcio. Imagen

traducida de Zhang, X. et al*®’

Independientemente de las diferencias entre las formulaciones, todas fueron capaz

de formar peliculas. Los mecanismos de formacion de peliculas a partir de
soluciones o dispersiones polimérica en disolvente fueron descritos por Felton, L.A.,
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et al., 2013 Especificamente, en este trabajo el mecanismo que se sigue es aquel
de una solucion polimérico. De acuerdo a este, la formacion de la pelicula comienza
una vez que la solucidbn se encuentra en el sustrato sobre el que se formara la
pelicula con la conjunta evaporacion del disolvente (fig. 27). Con ello se da la
interpenetracion de las cadenas del polimero y eventual formacion de un gel que se
tornara en la pelicula con el secado constante!®®. Siendo critico en este mecanismo
el proceso de secado y las caracteristicas del substrato para la formaciéon de la
pelicula. Cabe mencionar que si bien el trabajo de L.A. Felton et al., 2013 se enfoca
principalmente a peliculas formadas por aspersion, los mecanismos descritos son

aplicables a peliculas en general.

—)'.—)-

Figura 27. Mecanismo de formacion de peliculas a partir de disoluciones poliméricas

Con lo que respecta a los procesos, resaltan entre ellos el orden y método de adicion
y la posicién de secado dentro de la incubadora como aquellos con el mayor efecto
sobre las caracteristicas de la pelicula. El orden de adicion tiene un efecto directo
sobre las propiedades de textura de las peliculas. Esto se determind en pruebas
preliminares realizadas del proceso para determinar la secuencia final descrita.
Como ejemplo de ello, la adicién inicial de alginato de sodio genera un cambio en
las propiedades reoldgicas por la propia disolucién del polimero que evitan una
distribucién uniforme de la laponita en una posterior suspension; dando origen a
peliculas de textura rugosa que podria generar molestias en su aplicaciéon en el ojo.
Adicional a ello, la intercalacion inicial del polimero por la adicion del cloruro de
calcio de igual manera genera cambios en las propiedades reoldgicas que conllevan
el uso de mayores tiempos y velocidades en los procesos de mezclado provocando
una mayor entrada de aire en la mezcla y dando como resultado peliculas con una
gran cantidad de burbujas. Si bien es posible la desgasificacion de la mezcla, esta
seria mas tardada que la realizada en este trabajo.
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Por su parte el método de adicién, atienden a las caracteristicas de homogeneidad
de la mezcla polimérica, principalmente sobre la adicion del cloruro de calcio. Esta
debe ser agregada en disolucion de manera paulatina y continua mientras la mezcla
es agitada a alta velocidad. De cambiar los parametros seleccionados, una mayor
velocidad de inyeccion daria la formacion de fibras de hidrogel, sobre camulos
uniformemente distribuidos; mientras que una menor velocidad de agitacion de la
mezcla produce la acumulacion del agente intercalante en zonas de la disolucion.
De manera que en ambos casos descritos la disolucién y, por consiguiente, las
peliculas, tendrian zonas con un alto o bajo grado de intercalacion repartidas de
forma heterogénea en ellas. Por lo tanto, habria una mayor variacibn de sus
propiedades inter-lote. Por ultimo, la posicién dentro de la incubadora da origen a
diferencias en el grosor y propiedades mecanicas derivado de la posicion del
ventilador. Este se encuentra ubicado a un costado de plancha sobre la que se lleva
acabo el secado. Lo anterior origina una corriente de aire paralela unidireccional al
calentamiento, causando que el secado sea irregular y que, en funcion de la
viscosidad de la mezcla, se presente un flujo que conlleve a zonas con mayor masa
y grosor. A pesar de lo anterior, el proceso descrito se prob6 funcional para la
fabricacion general de todas las peliculas evaluadas en el disefio de experimentos

siguiente.

10.3.2 Optimizacion del médulo de Young de las peliculas a base de alginato.

A continuacion, se presentan la grafica de superficie respuesta y la grafica de

contornos resultantes del disefio de experimentos realizado.
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Figura 28. A) Grafica de superficie-respuesta y b) contornos para la optimizacion del médulo de Young con el

factor de cantidad de cloruro de calcio fijado en 5mg

Acorde a estas graficas, las variables estudiadas presentan un efecto cuadrético
significativo que corresponde a una disminucion del valor de la respuesta.
Describiendo lo acorde para cada variable de estudio, la disminucion del valor del
moddulo de Young por la adicion del glicerol coindice con su funcién de plastificante,
dandole mayor flexibilidad a la pelicula al impedir el acomodo de las cadenas de
alginato de sodio favoreciendo la presencia de regiones amorfas en la pelicula. No
obstante, la disminucibn por aumento del cloruro de calcio o la laponita se
contraponen a lo esperado acorde a la teoria. En ambos casos, se esperaba un
aumento de la respuesta por adicion de cualquiera de dichos factores. Esto ya que
ambos factores se han estudiado en diferentes condiciones sobre el modulo de
Young de hidrogeles de alginato de sodio, o bien, de peliculas poliméricas,
respectivamente. En todos los casos, ambos factores mostraban un aumento
general de dicha propiedad®? %3 1% 159 por |o que, es posible que un tercer agente
dentro de la formulacion, que no fue estudiado dentro del disefio, este interactuando

sobre dichos factores, provocando el comportamiento cuadratico de la respuesta.
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Considerando las propiedades del cloruro de calcio y la laponita, se sospeché de la
maltosa por su efecto sobre la variable de respuesta al fungir como agente de

refuerzo.

El objetivo de la realizacion de un disefio de experimentos fue buscar la formulacién
gue aportara el mayor médulo de Young a la pelicula con la mayor cantidad de
laponita posible. Esto para asegurar que las microagujas posteriormente fabricadas
sean resistentes y rigidas por lo qué experimentaran la menor deformacion durante
su remocion del molde, ademas de conservar su formay ser capaces de penetrar
el ojo. Mientras que la cantidad de laponita se maximizd para asegurar que se
favorezcan las interacciones entre los nanodiscos tanto del sistema nanoparticulado
como en la formulacioén, facilitando de esta manera la suspension del sistema LMy
Su integracion, asi como su distribucion, homogénea en la pelicula formadora de
microagujas. En la tabla 11, se presenta la formulacion final determinada como
resultado del disefio. Es importante mencionar que adicional a esta formulacion, se
decidio estudiar una formulacion equivalente con y sin agente osmoético u agente
intercalador. Esto ya que ambos tienen un efecto directo sobre las propiedades de
tonicidad y disolucién de la pelicula, que podrian representar un riesgo al ojo. Dichas

formulaciones de igual manera se presentan en la tabla 11.

Tabla 11. Formulaciones derivadas del disefio de experimentos

Pelicula
Pelicula Pelicula®
base Pelicula
+ agente + agente
Componente (- agente o . formadora de
. osmotico, -  osmotico, + _ _
osmotico, - _ microagujas**
_ intercalador intercalador
intercalador)
Alginato de sodio
100 100 100 100
(mg)
Laponita (mg) 100 100 100 65.3
Maltosa (mg) N/A 150 150 150
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Cloruro de calcio

N/A N/A 4 4
(mg)
Glicerol (pL) 25 25 25 25
Magnetita/Laponita N/A N/A N/A 208.4

N/A: no aplica; * formulacion optimizada; ** Unicamente realizada para la fabricacion
del parche, la cantidad total de laponita corresponde a la presente en la pelicula

optimizada.

10.4 Caracterizacion de la pelicula optimizada y formulaciones derivadas.

10.4.1 Descripcion fisica, grosor y peso

Tras su fabricacion, las peliculas fueron inspeccionadas visualmente, cortadas,
pesadas y su grosor medido empleando un micrémetro. Los resultados de estas

evaluaciones se presentan en la tabla 12.

Figura 29. Fotografia de las peliculas a) base, b) con agente osmoético y c¢) optimizada

A partir de la inspeccién visual, la pelicula base es la que presenta las mejores
caracteristicas de transparencia de todo el grupo (fig. 29a). Este resultado se
relaciona con la presencia de laponita en la formulacion. Se ha observado que la
adicién de arcillas a peliculas poliméricas provee de una mejora en la transparencia
de las mismas® . Ya que se presenta un aumento de sus propiedades de
transmision por su distribucion homogénea que evita una formacién de agregado de
las cadenas poliméricas, ademas de las interacciones que puede tener con esta,

asi como su indice de refraccion®. Confirmacion de esta observacién podria
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obtenerse por medio de determinaciones de opacidad y transmitancia. No obstante,

el par restante presentan la aparicion de opacidad, por lo que se concluye que esto

se deriva por la adicion de la maltosa (fig. 29b y 29c). Lo cual puede indicar un

posible depdsito del disacarido en la pelicula.

Tabla 12. Descripcion de la apariencia y resultados de peso y grosor de las peliculas

fabricadas

Prueba

Pelicula base
(Sin intercalador ni

agente osmotico)

Pelicula
sin intercalador con

agente osmotico

Pelicula optimizada
(Con intercalador y

agente osmotico)

Apariencia

Textura

Peso (g)*
n=18
Grosor

(mm)* n=8

Transparente, lisa,
homogénea,
medianamente

flexible

Lisa

0.0055 +0.0001

0.0377 +0.0008

Homogénea, lisa,
opaca,
medianamente rigida
y ligeramente

guebradiza

ligeramente rugosa

0.0103 +0.01238

0.078 +£0.0013

Homogénea, lisa,
opaca,
medianamente rigida
y ligeramente

quebradiza

ligeramente rugosa

0.0096 + 0.00053

0.071 £ 0.0015

*Resultados presentados como promedio + eem (error estandar de la media)

Con respecto al peso, la pelicula base presenta una diferencia significativa con las

siguiente dos Unicamente relacionado con la adicion de la maltosa. Si bien la adicion

de cloruro de calcio en la formulacién optimizada deberia de causar un segundo

aumento del peso, la cantidad usada de esta sal con respecto a la maltosa es

considerablemente menor y, por tanto, se encuentra eclipsado por estar debajo del

limite de medicidén de la balanza. A pesar de lo anterior el cambio de peso solo se
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relaciona con la adicion de componentes a la formulacion y coincide con lo

adicionado.

Por su parte, el grosor de las peliculas con maltosa presenta un aumento con una
diferencia significativa de esta propiedad al compararla con la pelicula base; mas
no asi entre si. Ello implica que el cambio se relaciona con la adicion de la maltosa
como en el caso de la apariencia. Se propone que el depdsito de este azlucar se da
en la region mas superficial de la pelicula, creando un tipo de recubrimiento que
modifica la apariencia, el grosor y la textura. Esto se apoya con el hecho que la
sensacion organoléptica al tacto de dichas peliculas deja una sensacién polvosa

residual.

De estas observaciones iniciales, se contemplo el uso de la pelicula base como
formadora del soporte para las microagujas por sus caracteristicas de transparencia
y grosor. Estas podrian ser beneficiosas al parche por conferirle baja interferencia
a la vision y baja molestia por su presencia en este 6rgano; ademas que el valor del
grosor también tiene un impacto directo sobre el intercambio de oxigeno requerido
por el globo ocular®®. Mientras que la formulacién optimizada se usé para la

formacion de las microagujas.

10.4.2 Microscopia electronica de Barrido

Un andlisis méas profundo de la morfologia del material hibrido fabricado se realizé
por medio de la microscopia electronica de barrido. Las imagenes obtenidas
resultado de esta técnica se presentan en la figura 30. Es posible observar que la
apariencia macroscopica de la pelicula base corresponde con su microscopia. Se
confirma que el material es homogéneo y la laponita, asi como el polimero, se
encuentran distribuidos uniformemente formando la pelicula, con casi nula

rugosidad.

Este no es el caso de las peliculas con maltosa, donde se da la aparicion de

estructuras de apariencia amorfa distribuidos uniformemente en ambos materiales.
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Ello es congruente con la observacion macroscopica y permite confirmar las
suposiciones realizadas en la seccion anterior. La maltosa presenta una
inestabilidad en la formulacion que conllevan a su precipitacion en la superficie del
material. No obstante, dichos cimulos se mantienen unidos a la pelicula polimérica,
de manera tal que la maltosa le recubre. Este hecho tiene fundamento en el cambio
de tamafio que se ve de los cumulos tras la intercalacion del alginato de sodio con

el cloruro de calcio agregado en las peliculas de formulacién optimizada.

Como consecuencia de lo anterior, la opacidad y textura de las peliculas se ven
afectadas. Sin embargo, dicho efecto no es negativo, ya que esta rugosidad puede
favorecer a la interaccion de las microagujas con estructuras celulares presentes en
el ojo, mejorando de tal manera la residencia de las microagujas en el interior. A
pesar de los beneficios que pueda aportar la rugosidad, la inestabilidad presentada
por la maltosa en la formulacion dificulta su uso para la formacion de todo el parche,
por los riesgos de tonicidad y afecciones a la vision que pudiesen derivarse. Esto
apoya al uso de mas de una formulacion para la fabricacion del parche de

microagujas.
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10.4.2.1 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X caracteristicos (EDS)

Simultaneo a la observacion al microscopio descrita en la seccién anterior, se llevo
a cabo el mapeo de elementos caracteristicos de la laponita, el agente osmético y
el agente intercalador en las peliculas fabricadas para evaluar la uniformidad del
material. En las figuras 31, 32 y 33 se encuentran los resultados correspondientes
a la pelicula base, aquella con maltosa y aquella tanto con el disacarido como con

el cloruro de calcio respectivamente.
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Figura 31. a) Microscopia, b)) analisis elemental y c) distribucion elemental de elementos caracteristicos

estudiados en la pelicula base
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Respecto a la pelicula base (fig. 31), se observa la distribucion homogénea de los
elementos caracteristicos tanto para la laponita como los que conforman el polimero,
dando como resultado una pelicula uniforme, como previamente fue descrita. Se
confrma una buena distribucion de la arcila en la pelicula polimérica,
manteniéndose suspendida en ella sin formacién de aglomerados. Esto indica que
existe una interaccion entre el alginato y la laponita que la distribuyen de manera
homogénea entre las cadenas de alginato de sodio. La presencia de azufre y calcio

son producto de contaminacion de la muestra, esto es claro al comparar con el resto

de las peliculas fabricadas.
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Figura 32. a) Microscopia, b)) andlisis elemental y c) distribucion elemental de elementos
caracteristicos estudiados en la pelicula con agente osmatico
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Por su parte, una vez que se adiciona el disacarido (fig. 32) es posible observar la
formacion de camulos como fue mencionado en la seccion anterior. La distribuciéon
de carbono y oxigeno es uniforme en el material, no asi de silicio y magnesio,
quienes son elementos representativos de la arcilla. Existen zonas con una mayor
cantidad de Siy Mg, implicando que la adicion de maltosa afecta su distribuciéon. La
interaccion entre las arcillas y azucares han sido estudiados en otros trabajos como
el realizado por Aristilde, L. et al., 2017. En este se determind por medio de distintas
metodologias que la interaccién entre azucares y arcillas sucede por medio de la
formacion de puentes de hidrogeno y el secuestro de agua superficial de la arcilla
por parte del azlcar adsorbido®!. Este tipo de mecanismo se conoce como la
formacion de un puente de agua, que se describe como la formacién de un puente
de hidrogeno entre el grupo polar de la molécula organica no iGnica con una
molécula de agua de la esfera primaria de hidratacién de los cationes en la arcilla'®?.
Esto da una respuesta a la distribucion heterogénea de la laponita a partir de la
formacion de complejos con la maltosa acorde a los mecanismos descritos. De igual
manera, puesto que el agua se encuentra secuestrada por la formacion de los
puentes de agua, es posible decir que esto da origen a la inestabilidad de la maltosa
y su precipitacion en la pelicula. Ya que menos moléculas de agua se encuentran

disponible para mantener disuelta la maltosa en la pelicula.

En la figura 33, se presentan los resultados para la pelicula optimizada. A diferencia
de lo observado tras la adicion de la maltosa, el agregar cloruro de calcio y formar
el intercalado conlleva a una mejora de la distribucion de la arcilla en la pelicula.
Esto ya que no hay observacion de cumulos de los elementos caracteristicos de la
laponita como en el caso anterior. La formacion del hidrogel y el proceso empleado
para su fabricacion aseguran la formacion de un material homogéneo y uniforme a
pesar de la inestabilidad demostrada por el disacarido. Si bien existe interacciéon
entre la arcilla y el azlcar, el principal motivo que da origen a la inestabilidad es la
competencia por el agua entre la interaccion del disacarido y la arcilla y la requerida

para su disolucion en la pelicula. Es factible proponer que esta inestabilidad con la
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maltosa sea el origen del comportamiento parabdlico observado en el disefio de
experimentos.
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Figura 33. a) Microscopia, b)) andlisis elemental y c) distribucién elemental de elementos
caracteristicos estudiados en la pelicula con agente osmotico y agente intercalador (formulacion
optimizada).

10.4.3 Espectroscopia de Infrarrojo

El estudio de los enlaces presentes en el material hibrido se realiz6 por medio de
espectroscopia infrarrojo. El espectro obtenido para todas las peliculas fabricadas
se presenta en la figura 34. En el espectro de la formulacién base, la presencia de
agua es exhibida por el ensanchamiento de las bandas en la region en los 3000cm’
1, Las bandas en 3699, 3174 y 2935 cm® se atribuyen a las vibraciones de
estiramiento del enlace O-H y el estiramiento de enlace C-H relacionados con el

alginato de sodio. Otras bandas relacionadas con la presencia del polimero se
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presentan en 1605 cm™ y 1413 cm?, vibraciéon de estiramiento asimétrico y simétrico
del enlace C-O del grupo carboxilo en este; mientras que la banda en 811 cm?
corresponde a los residuos de acido manurénico®®. De igual manera, se observan
las bandas caracteristicas de vibraciones de Si-O y Mg-O en 971 cm™ y 648 cm?
presentes en la laponita.
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Figura 34. Espectro de infrarrojo de las peliculas fabricadas (superior) y acercamiento a la
region de 700 a 600 cm(inferior)
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No obstante, en las peliculas tras adicionar el agente osmotico, presentan espectros
similares entre si pero considerablemente diferentes con respecto a la base. La
presencia del alginato se confirma por las bandas presentes alrededor de 2935 cm-
!, La banda alrededor de 1600 cm™, presenta un desplazamiento de 1605 cm™ en
la base a 1610 cm™ en la pelicula intercalada debido a la participacion de carboxilo
en la formacion de la estructura de caja de huevo®®. La regién de 400 a 750 cm™
presenta bandas principalmente asociadas a los modos vibracionales de flexion de
los enlaces C-C-Oy O-C-O, en la regién de 750 a 1250 cm™ se presentan bandas
correspondientes a estiramientos de los enlaces C-C y C-O de la maltosal®s.
Mientras que de manera similar al alginato, los modos vibracionales de estiramiento
de los enlaces C-H y C-O se presentan con bandas de 2500 a 3500 cm™ %63, Por
ultimo, es propio mencionar que las sefalas de la maltosa dominan sobre el resto
de las sefiales, tanto para el alginato como para la laponita, si bien esto puede ser
efecto de la cantidad de cada uno en la formulacion, también puede relacionarse
con el deposito superficial de la maltosa por la inestabilidad que presenta. A pesar
de lo anterior, la sefial correspondiente al modo vibracional del enlace Mg-O a 650

cm? de la laponita.

10.4.4 Analisis térmicos
10.4.4.1 Calorimetria diferencial de barrido

Los eventos térmicos que se presentan en las muestras fueron estudiados por
medio de la calorimetria diferencial de barrido. Los termogramas correspondientes
se muestran en la figura 35. En la pelicula base podemos observar que la adicion
de la laponita no modifica las transiciones clasicas que experimenta el alginato de
sodio. Estos son una endoterma a 89°C y una exoterma a 224°C que se les atribuye
a la deshidratacién y descomposicion del polimero respectivamente. Estos eventos
se presentan a una temperatura 10°C por encima de lo reportado previamente!64,
lo cual indica que, a pesar de la presencia del plastificante, la arcilla confiere una
termoestabilidad al material. Este efecto depende enteramente de lo significativa

gue sea la interaccion entre el polimero y la arcilla estudiada®*!.
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No obstante, tras la adicion de la maltosa se observa un cambio del perfil térmico
de las dos peliculas restantes. La primera endoterma correspondiente a la
deshidratacion del alginato se presenta alrededor de los 100°C grados en ambas
peliculas. La siguiente endoterma a 126°C se relaciona con la fusion de la maltosa,
confirmado que esta no se encuentra disuelta en la pelicula'®> %, La siguiente
endoterma a 151 y 157°C segun el caso, se le atribuye a la separacion de la maltosa
del material. Esto ha sido previamente observado por otros azucares,
especificamente disacaridos'®’. En el rango de 200 a 240°C se presenta la

degradacién de la maltosa y la descomposicion del alginato.
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Figura 35. Termogramas obtenidos por DSC de las peliculas fabricadas
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10.4.4.2 Termogravimetria

Se realizaron los estudios de cambio de masa experimentados por la temperatura
en las peliculas cuyos resultados aparecen en la parte superior de la figura 36, asi
como la primera derivada de dichos resultados en el inferior de dicha figura En la
pelicula base, es posible atribuir la primera pérdida de peso a la deshidratacién de
la pelicula (25-200°C), seguida por la descomposicion del polimero mas la
evaporacion de la glicerina (200-500°C), continuando con la formacion del
carbonato de sodio (500-650°C) y terminando con la mezcla de este junto con la
laponita. Las cuales estan en concordancia con lo previamente reportado para este

polimerot®4,

En el caso de peliculas con agente osmético con y sin intercalador, presentan las
mismas perdidas de peso entre si con ligeros desplazamientos de los maximos por
la presencia del cloruro de calcio en la formulacion optimizada. Los primeros
cambios presentes en ambas se dan tanto por la deshidratacion de la pelicula como
por la descomposicion de la maltosa y el alginato, asi como la evaporacion de la
glicerina. Durante la deshidratacion, la pelicula con ambos agentes tiene la menor
cantidad de agua. Esto debido a que la formacién de la estructura de caja de huevo

por la reaccion de intercalacién del Ca?* con los residuos carboxilicos del polimero,

deja menor cantidad de sitios disponibles con los que el agua pueda interaccionar*®®.

Sobre el agente intercalador, se ha propuesto que la descomposicion de la maltosa,
observada a 193°C, es producto de reacciones de hidrolisis®®. Se observa la
formacion tanto del residuo de carbonatos y cloruros de sodio y calcio por encima
de los 500°C.
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10.4.4.3 Pérdida por secado

Los resultados de la evaluacion de la pérdida de los componentes volatiles®® en las
peliculas se presentan en la tabla 13. Este tipo de pérdidas se atribuyen unicamente
a la presencia de agua. Para la pelicula base, se observa que esta posee la mayor
cantidad de agua de las tres formulaciones, hecho que concuerda en parte con lo
observado en la termogravimetria. Ya que la primera pérdida de peso observada en
la prueba anterior presenta una diferencia mayor del 5% con respecto a lo expuesto
en la pérdida por secado. La diferencia entre ambos se relaciona con el resto de
eventos térmicos que experimentan la muestra acorde a la metodologia empleada.
Especificamente el inicio de la descomposicion del polimero, que ocurre en la
pelicula, pero no son observables en este tipo de metodologias. Es importante
mencionar que el agua en la pelicula puede actuar como plastificante de la misma,
teniendo un efecto sobre las propiedades mecanicas del material*’. Explicando asi
las diferencias encontradas durante las evaluaciones descriptivas de las peliculas

(seccion 10.4.1), donde esta pelicula demostro tener la mejor flexibilidad de las tres.

Tabla 13. Resultados de la perdida por secado porcentual.

Pelicula base Pelicula Pelicula optimizada
(Sin intercalador ni agente sin intercalador con (Con intercalador y
osmotico) agente osmético agente osmotico)
(10.33 £ 0.40)% (7.13£0.32)% (7.02 £ 0.49)

*Resultados presentados como promedio + eem

Con respecto al resto de las peliculas, tras la adicion Unicamente del agente
osmotico, se observa una disminucion del agua en la pelicula. Este resultado
presenta una diferencia del 2% con respecto a lo observado en su termogravimetria.
Estas diferencias pueden atribuirse a distintos factores como lo son, similar al caso
de la formulacion base, que la termogravimetria permite observar otros tipos de

eventos térmicos en la pelicula que se dan paralelos a la deshidratacion; también a
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la modalidad de cada uno de los experimentos, donde la termogravimetria se
manejé en una modalidad no isotérmica, contrario a la pérdida de peso que es
isotérmica y, por ultimo, a la sensibilidad del aparato de medicion. No obstante, es
posible suponer que la disminuciéon de agua libre en la pelicula se relaciona con la
formacion del puente de agua que da la interaccion entre el disacarido y la arcilla
como fue mencionado en la seccion 10.4.4.1. Misma que permite catalizar la
reaccion de degradacion del azicar que se discutid durante el andlisis de su

termogravimetria.

Caso similar se presenta en la pelicula tanto con agente osmético e intercalador.
Nuevamente el valor determinado de agua es menor al observado en la
termogravimetria. Dichas diferencias pueden explicarse igual que el caso anterior,
unicamente haciendo la notacion de lo correspondiente por la adicion del cloruro de
calcio. Es importante notar que, si bien el valor promedio de esta pelicula es menor
al de aquella con unicamente maltosa, lo cual concuerda con los resultados de las
secciones anteriores, estas no presentan diferencias significativas. Por lo que, el
efecto del cloruro de calcio o la maltosa no es distinguible por medio de este

experimento.

10.4.5 Desintegracion

La desintegracion de las peliculas se estudi6 como un método auxiliar y
complementario a las pruebas de hinchamiento y degradacién también realizadas.
A continuaciéon, en la tabla 14 se muestran los tiempos de desintegracion de las

peliculas.

Tabla 14. Tiempo de desintegracion de las peliculas

Pelicula base Pelicula Pelicula optimizada
(Sin intercalador ni agente sin intercalador con (Con intercalador y
0smotico) agente osmotico agente osmotico)
35.74s 33.26s 1min20s
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Tanto la pelicula base, como aquella con maltosa, presentan tiempos de
desintegracion cortos. Lo cual las hace adecuadas para aplicaciones donde se
requiera la rapida pérdida de la forma, como lo puede ser la formacion de la base
del parche con microagujas. Esto ya que se contempla que una vez colocado, el
parche se disuelva rapidamente en el ojo para afectar lo menos posible la vision.
Como se habia mencionado antes, en ese sentido, la pelicula base presenta las
mejores caracteristicas para la formacion de este soporte. Si bien, presenta un
tiempo de desintegracion mayor, sus propiedades Opticas, mecanicas y osmoticas
se prefieren sobre la pelicula con maltosa. Cuya adicion favorece a la desintegracion,

al favorecer la entrada de agua, que atiende a su funcibn como agente osmotico.

En este experimento, es claro el efecto de la intercalacion del cloruro de calcio con
las cadenas de alginato. Esta reaccidn es guiada por interacciones electrostaticas y
se considera reversible!’*. Dicha reaccion da la formacién de una red tridimensional,
conocida como hidrogel, el cual es en principio insoluble!’?. Razén por la cual, a
esta pelicula le toma cerca del triple de tiempo que las otras peliculas para
desintegrarse. Esto implica que al momento de formar las microagujas conservara

la forma al penetrar el 0jo, a pesar que el andamio este desintegrado en el exterior.

10.4.6 Hinchamiento

Los resultados de la cinética de captacion de agua de las peliculas se exponen en
la figura 37. La pelicula base muestra la menor captacion de agua en el primer
minuto en comparacion del resto. Esta captacion unicamente esté relacionada con
los procesos de disolucién del polimero, asi como la hidrofilicidad de la laponita. La
maxima captacion de agua por parte de esta formulacién se alcanza alrededor de
los dos minutos. Por su parte, la adiciébn de maltosa, produce la mayor captacion de
agua en el menor tiempo. Esto debido a su funcion como agente osmético y el
estado fisico en que se encuentra en la pelicula debido a la inestabilidad que
presenta. Es decir, que favorece la entrada de agua con el fin de solubilizarse,

explicando también porque esta pelicula alcanza su maximo hinchamiento vy
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presenta degradacién en un menor tiempo que para el resto de las peliculas. Sibien
este efecto también se presenta en la pelicula optimizada, la formacion del hidrogel
como producto del entrecruzamiento del alginato con los cationes de calcio
divalentes prevalece. Por lo que, el efecto del agente osmético se demuestra por
una mayor entrada de agua con respecto a la base en el primer minuto; mientras
gue el efecto de la intercalacion conlleva a un mayor hinchamiento. Aunque el

maximo se localice al mismo tiempo que el de la pelicula base.
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Figura 37. Cinética de hinchamiento
Es importante mencionar que, a pesar que se observa una entrada de agua en las
peliculas, este proceso es dependiente de la cinética de disolucion del polimero
(figura 37). De manera general, la disolucion de un polimero se puede describir de
la siguiente forma (fig. 38): el polimero solido interactia con las moléculas del
disolvente en la parte mas externa, esta interaccion produce una relajacion de las
cadenas que permite una mayor entrada de disolvente (proceso de hinchamiento),

conforme mas solvente entra, mayor es la relajacion de cadenas dando la formacién
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de un gel, terminando con la separacion de las cadenas ya alargadas y
completamente rodeadas por moléculas del solvente (disolucién). Sin embargo, en
caso de los polimeros entrecruzados, estos se encuentran formando una red

tridimensional que les permite Unicamente llevar a cabo la primera parte del proceso,

es decir, el hinchamiento!’® 172,

Polimero sélido Proceso de Formacion del gel ) »
hidratacién/hinchamiento Disolucion

Polimero entrecruzado ) P.rf)CeS.O de _
hidratacién/hinchamiento

Figura 38. Proceso de disolucién e hinchamiento en un polimero con (inferior) y sin
entrecruzamiento (superior)

Acorde a lo observado en la cinética de hinchamiento, al contemplar el uso
simultaneo tanto de la formulacion base como de la optimizada en la fabricacion del
parche de microagujas, se considera que, tras la insercién en el ojo, las microagujas
procederan a hincharse quedando fijas en el lugar de penetracion a pesar de la
pronta desintegracion y disolucion del andamio a estar formadas de la formulacion
optimizada. Si bien el andamio, constituido por la formulacion base, presenta un
hinchamiento, que puede representar un aumento de su grosor, este no representa
una molestia significativa para el ojo derivado del bajo aumento que este exhibe en
conjuncion con su rapida desintegracion. Dando asi, cualidades apropiadas al

parche con microagujas.
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10.4.7 pH superficial

A la par de la prueba anterior, se realiz6 la medicidon del pH superficial del gel
remanente. Los resultados para esta se exponen en la tabla 15. Las peliculas
presentan un valor de pH neutro o cercano a la neutralidad. El alginato de sodio en
disoluciones acuosas al 1% presenta un pH de 7.2'73, por su parte la maltosa
presenta un pH de 4.5-6.5 en disoluciones al 10%%"3, mientras que la laponita
presenta un pH de 9-10 en dispersiones al 1%8. Por lo que, el pH de estos materiales
es resultado de la interaccion de estos componentes entre si llegando a un equilibro
donde el pH basico por la presencia de la laponita prevalece. Esto no es negativo
para la formulacion, ya que se ha observado que el desempefio del alginato en
formulaciones de liberacion modificada mejora en pH ligeramente basicos?.
Adicional a esto, es deseable que las formulaciones oftalmicas presenten valores
de osmolaridad y pH lo més similares a las condiciones fisioldgicas.
Especificamente, sobre el pH, el ojo presenta mejor tolerancia a condiciones acidas,
por lo que las formulaciones empleadas en él se encuentran en un rango de pH de
5-82. Todas las peliculas exhiben valores en este rango por lo que ninguna
representa un riesgo hacia este érgano. Adicional al hecho que el ojo cuenta con
mecanismos de limpieza y drenado'? que de igual manera disminuirian la

probabilidad de dafio tras la aplicacién del sistema.

Tabla 15. pH superficial de las peliculas

Pelicula base Pelicula Pelicula optimizada
(Sin intercalador ni agente sin intercalador con (Con intercalador y
osmotico) agente osmético agente osmotico)
8 8 7

10.4.8 Degradacion

Como se menciond en la seccion 10.4.6, el proceso de hinchamiento presenta una
intima relacién con los procesos de disolucion, que al trasladarlo a la pelicula nos
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referimos a la degradacién de este material. Los resultados de la cinética de
degradacion de las peliculas por interaccion con el disolvente se presentan en la
figura 39.

La cinética de degradacion de la pelicula base inicia de manera lenta y presenta
una meseta hasta los 150s. Posterior a este tiempo, el porcentaje de degradacion
presenta un incremento subito continuo hasta la degradacion total de la pelicula
alrededor de los 4 minutos. Durante la meseta se da la hidratacion del polimero y el
hinchamiento del mismo, congruente con lo observado en las pruebas de
hinchamiento. Ello implica que en los primeros 2 minutos, estos procesos se
anteponen a la degradacion; al llegar a los 2 minutos y medio los procesos de
hidratacion alcanzan un maximo, de manera que la mayoria de las cadenas del
polimero se encuentran rodeadas por moléculas del disolvente y parte de ellas
empiezan a formar parte de la disolucion. La velocidad de disolucion del polimero
aumenta con lo que la degradacion de la pelicula también.

100 ~

+ agente osmatico, + intercalador

| + agente osmatico
— Pelicula base
(pelicula optimizada)

Degradacion (%)

0 —

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (s)

Figura 39. Cinética de degradacion de las peliculas
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Este mismo comportamiento lo exhibe la pelicula tras la adicién de la maltosa,
aungue con algunas diferencias. La degradacion de esta pelicula es menor en los
primeros tiempos, no obstante, la degradacion aumenta rapidamente llegando a su
totalidad a menor tiempo. La disminucién inicial de la degradacién puede explicarse
como propuesto por los resultados anteriores. La pelicula se encuentra recubierta
por maltosa precipitada, lo que conlleva a una ganancia inicial de peso observada
en las pruebas de hinchamiento. En tiempos cortos, primero implica la disolucién
del disacarido y, posteriormente, la humectacion de la pelicula. Una vez que ambos
procesos suceden, la degradacion de la pelicula incrementa rapidamente ya que
ambos componentes ya se encuentran en gran medida disueltos. Esto demuestra
el comportamiento de la maltosa como agente osmético, favoreciendo la pronta

entrada de agua al material.

La pelicula optimizada, aquella con agente osmotico e intercalador, presenta la
mayor degradacion de las tres peliculas. A pesar de ello, la degradacion alcanzada
es constante y forma una meseta en los primeros tiempos, analoga a lo observado
en la formulacién base. Se propone que la pérdida inicial implica la disolucién de la
maltosa superficial, como sucede en el caso anteriormente descrito. Sin embargo,
la pelicula de alginato se mantiene unida he intacta por lo que la degradacion
conserva el comportamiento observado en la pelicula base. Los tiempos y
comportamientos concuerdan con lo observado en el hinchamiento. Un aumento en
la degradacidon se muestra tras haber conseguido el maximo de captacion de agua.
Esto implica que cadenas no unidas al hidrogel, completamente laxas, escapan de
este formando parte de la disoluciéon. De igual manera, debido a que la reaccién de
entrecruzamiento entre el polimero y el Ca?" es una reaccion reversible, existe la
posibilidad que las moléculas de agua ocasionen la disrupcién de dicho enlace'’.
En este caso, la degradacion observada consistiria de tanto una degradacion fisica,
por la propia disoluciéon de los componentes de la formulacién; asi como de una

degradacion quimica por rompimiento de la estructura de caja de huevo.
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En cuanto a las implicaciones de este proceso sobre el parche de microagujas, el
soporte fabricado con la formulacion base, si bien presenta una desintegracion de
35s, la cinética de degradacion permite observar que, a pesar de ello, esta podria
permitir la insercion de las microagujas y su fijacién en el lugar por su hinchamiento.
Mientras que el proceso de hinchamiento y de degradacién de la formulacion
optimizada, formando las microagujas, podria causar modificaciones sobre la

liberaciéon del sistema L/M.

10.4.9 Permeabilidad al vapor

El ojo requiere para su funcionamiento gran cantidad de oxigeno'’®, por lo que
cualquier material que se coloque en él requiere permitir el intercambio gaseoso con
el medio. En relacion con esto, se determiné la permeabilidad al vapor de las

peliculas, estos resultados se exhiben en la figura 40.
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Figura 40. Permeabilidad al vapor a distintos tiempos
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La formulacién base genera la pelicula con el mayor paso de vapor en comparacion
con el resto de las formulaciones. En este caso es claro que tanto la adicion del
agente osmotico como del intercalado producen una disminucion en la
permeabilidad de la pelicula y el efecto de estos componentes sobre dicha
propiedad es aditivo. Previamente se ha observado que la adicion de disacaridos a
peliculas poliméricas disminuye la permeabilidad de las mismas'’®. Adicionalmente,

este resultado es congruente igualmente con el grosor de la muestra.

Es necesario entender como se da el proceso de transporte de vapor para explicar
mejor el comportamiento de las peliculas. El paso de vapor a través del material
requiere primero la adsorcion de las moléculas del vapor a la superficie del material,
seguido por su difusion a traves de la pelicula y termina con su desorcion.
Considerando esto, la permeabilidad del material depende de la interaccion que
pueda tener este con las moléculas del vapor en cuestién, no obstante, un segundo
factor es importante, la tortuosidad del material. Si bien, el efecto de la maltosa
sobre matrices poliméricas no ha sido en gran medida explorado!’’, para el caso en
cuestion la presencia de depdsitos suspendidos en la pelicula modifica la
tortuosidad del material y su superficie, afectando asi el proceso de difusion y
explicando la disminucion de la permeabilidad. La modificacion de la superficie se
ha teorizado como explicacion para la disminucién de la liberaciébn de compuestos

fendlicos en microparticulas de alginato de calcio con maltosa”’.

Por su parte, la pelicula optimizada presenta la menor permeabilidad al vapor de las
tres peliculas. Esto demuestra un efecto sobre la solubilidad y difusion de agua en
el material como previamente observado en otros trabajos'®®. El entrecruzamiento
del alginato con el calcio divalente produce una modificacién de la red polimérica,
causando un ordenamiento sobre estay un rearreglo de la tortuosidad del material.
Ademas de disminuir la disponibilidad de grupos funcionales capaces de interactuar
con las moléculas del vapor de agua. El efecto del entrecruzamiento es dependiente
del cation con el que se intercale el alginato y el método empleado para el

entrecruzamiento’8, Este resultado, en conjunto con las pruebas anteriores,
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muestran que la pelicula optimizada no posee caracteristicas para formar todo el
dispositivo. Ya que, si bien sus procesos de hinchamiento y degradacion le
permitirian penetrar el globo ocular para hacer la entrega del sistema L/M, sus
caracteristicas fisicas, como el grosor y su transparencia, y la permeabilidad al
vapor que presenta podrian ocasionar molestias, llanto e imposibilitar la vision en
caso de formar el soporte. Lo que deriva en que la conjuncién de la pelicula basey
la pelicula optimizada sea favorecedor para la fabricacion del parche con

microagujas.

10.4.10 Propiedades Mecéanicas — Determinacion del modulo de Young

Las peliculas fabricadas fueron sometidas a estudios de tensién para la
determinacion de su médulo de Young. Las graficas de esfuerzo vs. Deformacion
correspondientes se presentan en la figura 41. En dicha figura, se aprecia que la
formulacién base posee las mejores propiedades mecanicas de las tres peliculas.
Lo cual implica que la incompatibilidad de la maltosa en la formulacion afecta de
manera negativa sobre las propiedades mecanicas de las peliculas. Esto es
contrario a lo reportado en la literatura, donde su adicion a formulaciones de alginato
se asociaba con una funcion de refuerzo®. No obstante, en ninguno de estos
estudios previos se presentaba la inestabilidad del disacarido en la pelicula. Por lo
gue es preciso evaluar si el efecto osmético sobre el desempefio del parche es
suficiente para justificar su presencia en la formulacion final. Sin embargo, las
peliculas fabricadas presentan un aumento en el médulo de Young con respecto a
otros trabajos con alginato ,tanto como pelicula como formando ya microagujas,°®
179, 180 = ademas de presentar caracteristicas comparables a otros sistemas
poliméricos empleados en la fabricacién de peliculas de aplicacion biomédica o

microagujas®® 134,
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Figura 41. Gréfica de esfuerzo vs. Deformacion

A pesar de lo anterior, la pelicula optimizada presenta una mejoria de sus
propiedades por la adicion del cloruro de calcio. Este hecho estéa relacionado con la
modificacion del arreglo de las cadenas poliméricas por la reaccion de

entrecruzamiento con el cation divalente32 156,

Con respecto al médulo de Young (fig. 42), todos presentan una diferencia
significativa entre si (p<0.005), por lo que el efecto del entrecruzamiento o bien la
inestabilidad de la maltosa no son efectos despreciables. Especificamente para la
pelicula optimizada, es justo decir en esta seccion que acorde a la optimizacion de
esta respuesta, el modelo generado posee una deseabilidad de 0.83 con un sesgo
calculado de 3.26%. Ambos resultados confirman la aplicabilidad del modelo
generado en la fabricacibn de peliculas. Si bien otras variables de respuesta
pudieron ser estudiadas para la optimizacion, el médulo Young destaca entre estas

al ser un valor producto de la relacion entre esfuerzo y deformacioén. Lo cual implica
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gue su maximizacién conlleva a una pelicula de baja elasticidad, pero con alta
resistencia a una fuerza de tension. Ambas son caracteristicas deseables para
formar microagujas rigidas y capaces de penetrar tejido. De manera tal que los
resultados de estas pruebas de tensién respaldan el uso de la formulacion

optimizada en la fabricacion de las microagujas.
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Figura 42. Médulo de Young calculado al 0.2% de deformacion

10.5 Fabricacién del parche con microagujas

La fabricacidbn del parche con microagujas es dependiente de caracteristicas
propias de la formulacion, asi como del molde. La reologia de la formulacion impacta
directamente sobre su capacidad de llenar las cavidades y dar la formacion de las
microagujas. La composicion de la misma impacta sobre su capacidad de
esparcimiento en el molde, afectando la forma del parche y las microagujas. Se
resalta la importancia de la comprension de los fendmenos de superficie presentes
entre el molde y la formulacion.

En la figura 43, se encuentran fotografias del parche con microagujas tomadas en
un microscopio de diseccion. En las fotografias es posible observar las agujas con
una coloracion café/negra por la presencia de la magnetita en el sistema L/M
adicionado en la formulacién. Mientras que el resto del parche se ve traslucido
congruente con lo observado para la formulacion base en la seccion 10.4.1. No

obstante, existe la aparicion de rugosidad y burbujas relacionados con el proceso

101



de secado y aplicacion de vacio respectivamente. Si bien, el sonicado deberia
ayudar a la disminucion de las burbujas, no es suficiente para contrarrestar lo
producido por la aplicacion de vacio. Adicionalmente, existe la presencia de

aglomerados del sistema L/M fuera de las microagujas, depositadas en la base.

Figura 43. Fotografias de parches con microagujas

En este caso en especifico, la formulacion es hidrofilica, mientras que el molde es
hidrofobico al estar hecho con una cera, por lo que lo que para conseguir el llenado
de las cavidades es necesario la aplicacion de energia. Esto tiene como resultado
el proceso de fabricacion descrito en la seccion 9.5.2. Si bien el proceso es funcional,
no es Optimo puesto que tiene varias desventajas. Como queda demostrado por el
escape de la magnetita desde las cavidades a la base tras el dltimo ciclo de vacio y

sonicacion. Lo que origina que las microagujas posean una menor cantidad de
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magnetita capaz de ser introducida en el ojo. De igual manera, queda en evidencia
gque el proceso lleva a una mezcla de las formulaciones que puede afectar las
propiedades estudiadas en la seccion 10.4. Adicionalmente, los fendmenos de
superficie y el proceso de secado afectan directamente la apariencia del parche y la
morfologia de las microagujas causando heterogeneidad en el producto. Cabe
destacar que otros procesos como la centrifugacion o el uso de solo vacio o
sonicado, asi como combinacion de estos fueron investigados sin éxito. De igual
manera, el uso de calentamiento durante el secado fue estudiado,
desafortunadamente, el rendimiento del proceso era del 50% motivo por el que se
descart6. En este sentido, si bien fue posible obtener un parche con microagujas,
es necesario investigar modificaciones en el proceso para mejorar las

caracteristicas finales del producto.

Derivado de las desventajas del método propuesto, estas modificaciones deben de
estar encaminadas a la mejora de la residencia del sistema L/M en las cavidades,
la mejora de la interaccion de la formulacion con el molde para favorecer su
adhesion en ély la disminucion de aparicion de burbujas. Para ello es preciso llevar
acabo la evaluacion a distintas presiones de vacio, diferentes frecuencias del bafio
ultrasonico y tiempos empleados, asi como investigar el efecto sobre el producto
final de un llenado fraccionado de las cavidades con tiempos de secado intermedios
a cada ciclo.

10.6 Caracterizacion del parche con microagujas
10.6.1 Microscopia electronica de barrido

Si bien las microagujas fabricadas tienen el tamafo suficiente para ser observadas
en el microscopio de diseccion, la microscopia electrénica de barrido permite una
mejor descripcion del producto obtenido. Las imagenes del parche fabricado se
presentan en la figura 44. Las microagujas tienen un largo de (635.74 + 75.04) um
y ancho de (261.81+ 8.30) um. Suponiendo un llenado completo de las cavidades,

existe una reduccion de tamafio cercana a 5 veces el largo de la indentacion en el
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molde. Esta reduccion se relaciona con los fenbmenos de superficie presentes
durante el secado. La eliminacion de agua produce un aumento de las fuerzas
cohesivas de la disoluciéon polimérica, que producen una contraccion de la misma

gue se traduce en la reduccién del tamafio final.

188 ki FR-USATII

FE-USATI %178 1E8 mm FE-USATI

Figura 44. Microscopias a distintas regiones de un mismo parche con microagujas

Por lo que, un cambio o modificacion del material del molde o la adicién de un
tensoactivo a la disolucién podrian mejorar la adhesiéon de la formulacion a la
cavidad a manera de limitar la reduccién y mejorar la forma de las microagujas una
vez secas. Las microagujas fabricadas, se observan deformes, incompletas e
irregulares, por lo que estas dificilmente podrian penetrar el ojo. Esto Unicamente
resalta la importancia de mejorar el proceso para asegurar una mejor formacion del
parche. Adicional a este hecho, el tamafio obtenido si bien permite penetrar la

primera barrera del 0jo, la cornea, no es suficiente para llegar a otras regiones del
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ojo; dificultando de esta manera el acceso a la parte posterior del mismo. Un
incremento de 400 ym como minimo es necesario para alcanzar el espacio en el
interior de la cAmara vitreal'” 1%, acorde a los distintos grosores reportados para las
diversas tunicas del ojo, y lograr de esta manera un acercamiento a la entrega en la

region deseada.

10.6.1.1 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X caracteristicos (EDS)

Para evaluar la distribucion de la magnetita en el parche y las microagujas se
realizaron mapeos de hierro en este. Las imagenes de microscopio y el mapeo
correspondiente se muestran en la figura 45. El mapeo elemental confirma que el
proceso de fabricacion conlleva una distribucion inespecifica y heterogénea de la
magnetita en el parche, contrario a lo deseado. La figura 45a.2 muestra la completa
salida de la magnetita de la cavidad producto por el Ultimo ciclo de vacio tras la

adicion de la formulacién base.

Por su parte en figura 45b.2 la mayor parte de la magnetita se ubica en la region del
apice de la microaguja: mientras que la microaguja en la figura 45c.2 exhibe la
distribucion mas homogénea de magnetita. La nanoparticulas de FesOs se
encuentran tanto dispersas como formando aglomerados en el parche y las
microagujas. Por lo que el método para integrarlas a la formulacion polimérica no
es el idéneo. Ya que se esperaba una mejora de su dispersion por interaccion con
la arcilla adicionada a la formulacion. Dicho efecto se observd desde el
establecimiento de los niveles y procesos de sintesis (seccion 10.1.1) asi como
reportado en la literatura®” 125128, A pesar de la distribucion no uniforme de la
magnetita y la formacion de aglomerados, las nanoparticulas se encuentran
embebidas en la pelicula que forma el parche y las microagujas mostrando su

integracion en el material.
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Figura 45.Iméagenes de diferentes microagujas ( a, b, ¢) obtenidas por SEM (1) y sus respectivos
mapeos de hierro (2)




10.6.2 Uniformidad de contenido de la magnetita en el parche

Si bien en las secciones anteriores queda establecido que la distribucion de la
magnetita no se concentra en las puntas como esperado acorde al proceso
propuesto, es necesario conocer la cantidad de magnetita por parche. La tabla 15
muestra los resultados de dicha cuantificacién, considerando que el Fe* es

Gnicamente proveniente de degradacion acida de la magnetita.

Tabla 16. Resultados de cuantificacion de Fe** determinada y magnetita calculada.

Parche Cantidad de Fe3+ (ug) Cantidad de magnetita (ug)
1 16.020 22.522
2 17.960 25.249
3 16.920 23.787
4 25.490 35.835
5 26.280 36.946
6 32.440 45.606
Promedio total 22.518 31.658
DS total 5.997 8.431
cV% 26.631 26.631
eem 2.448 3.442

Los resultados de la cuantificacion muestran una gran variacion. Esta variacion es
aunada al proceso de fabricacion tanto de los moldes como del parche. El tamafio
de las cavidades impacta directamente en el volumen final de la formulacion que
puede albergar, por lo que variaciones al momento de la penetracion con el rodillo
de microagujas de acero se traducen a diferencias de la cantidad de magnetita.
Sobre la formulacion, la existencia de aglomerados en ella evita una distribucion
uniforme de la magnetita una vez depositada ya que puede ocasionar el
taponamiento de las cavidades. Por ultimo, con respecto al proceso el escape de la
formulacién con magnetita de las cavidades al parche produce zonas de diferentes

concentraciones de magnetita.
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Acerca de la cantidad de magnetita en el parche, esta se encuentra dentro del rango
comUnmente empleado para su uso como agente de diagnéstico® 81 donde por
tamafio y concentracion presenta nula a baja toxicidad’. No obstante, esta tiene

posibilidad de aumentar para mejorar su desempefio una vez aplicado en el ojo.
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11 Conclusiones

El presente trabajo demuestra la posibilidad de la fabricacion de un dispositivo con
microagujas de formulacion dual polimérica para la administracion de magnetita en
0jo. Esto por medio de un proceso sencillo, empleando materia prima de bajo costo
tanto para la fabricacion de este parche como para la elaboracion del molde; donde

este Ultimo es reutilizable.

Fue posible relacionar y controlar el tamafio de dicho 6xido de hierro mediante la
realizacion de un disefio de experimentos explorando la presencia de la laponita en
el medio y la temperatura. Obteniendo por este medio nanoparticulas de tamafio
aproximado de 8nm, valor relevante sobre sus propiedades magnéticas,
caracteristicas de biocompatibilidad y biodegradacion. ElI producto presento
caracteristicas adecuadas para su integracion a formulaciones poliméricas acuosas

como mostrado por la mejora de su potencial Zy su hidrofilicidad.

Con respecto a la formulacion polimérica, fue posible la optimizacion de su modulo
de Young, maximizando su valor en condiciones especificas (mayor cantidad de
laponita a emplear). La pelicula resultante posee caracteristicas adecuadas para el
uso de su formulacién para la fabricacion de microagujas, es decir, un rapido
hinchamiento y una pronta degradacion, resistente y rigida, de pH no irritante, por
mencionar algunas. Se evalud el efecto del agente entrecruzante y agente osmatico,
determinando como factible el uso de una formulaciébn carente de ambos para la

formacion del soporte de las microagujas procedentes de la formulacién optimizada.
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12 Perspectivas

Acerca del sistema L/M, si bien, existen estudios previos, como los explorados en
los antecedentes, que muestran bajo a nulo dafio a sistemas biologicos por parte
de sistemas similares, es importante realizar estudios de toxicidad, viabilidad celular
y movilidad que confirmen las bondades de adicionar la arcilla como recubrimiento
de las nanoparticulas magnéticas. Ademas de realizar estudios de magnetizacion
gue comprueben el comportamiento superparamagnético de las nanoparticulas y

determinen si existen algun efecto sobre este por parte de la presencia de la arcilla.

Concerniente a la formulacién, se propone la exploracion de modificaciones a la
misma que evallen como variable la concentracion de agente osmotico y adiciéon
de un tensoactivo para buscar mejorar las caracteristicas del parche con
microagujas. De igual manera, es importante investigar y caracterizar la formulacion

optimizada como liquido mediante estudios de angulo de contacto y reologia.

Por dltimo, El parche de microagujas fabricado presenta areas de oportunidad para
una mejora de sus caracteristicas. En especifico, se proponen modificaciones a la
formulaciéon y proceso para mejorar la forma y figura de las microagujas. Asi como,
atacar los problemas relacionados con la uniformidad de contenido y la ubicacion
del sistema L/M en las microagujas. De igual manera, deben estudiarse distintos
procesos para la integracion del sistema L/M a la formulacion polimérica que apoyen
tanto a la dispersion uniforme del intercalado y la uniformidad de contenido de este
en las microagujas. Adicionalmente se requieren las pruebas de penetracion del ojo
y de liberacién del sistema L/M a partir del parche como estudios para tener una
caracterizacion mas completa del parche con microagujas fabricado.
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13 Anexo

13.1 Anexo 1. Difractogramas de los sistemas L/M sintetizados en el diseiio de
experimentos, el resultado de refinamiento y el ajuste gaussiano para las sefiales

predominante de magnetita usadas para el célculo de tamafio de cristalito.
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Figura 46. Superior: Difractograma del sistema L/M, condiciones: L/IM = 1.1 y temperatura
= 75°C (1). Inferior: Ajuste gaussiano de las sefiales representativas de la magnetita.
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Figura 50. Superior: Difractograma del sistema L/M, condiciones: L/M = 1.1 y temperatura
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Figura 51. Superior: Difractograma del sistema L/M, condiciones: L/IM = 2 y temperatura =
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Figura 52. Superior: Difractograma del sistema L/M, condiciones: L/M = 0.2 y temperatura
= 90°C. Inferior: Ajuste gaussiano de las sefiales representativas de la magnetita.
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Figura 53. Superior: Difractograma del sistema L/M, condiciones: L/M = 0.2 y temperatura
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Figura 55. Superior: Difractograma del sistema L/M, condiciones: L/M = 1.1 y temperatura

= 75°C (4).

Inferior: Ajuste gaussiano de las sefales representativas de la magnetita.
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13.2 Anexo 2: Resultados del andlisis estadistico del disefio de experimentos para

el sistema L/M

Respuesta 1: Tamarfio de Particula/cristalito

Tabla 17. ANOVA para el modelo cuadratico

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value

Model 9.21
A-L:M 3.73
B-Temp 0.6970
AB 0.4139
A? 4.21
B2 0.0225
Residual 4.48
Lack of Fit 2.03
Pure Error 2.46
Cor Total 13.70

5
1
1
1
1
1
5
3
2

10

1.84
3.73
0.6970
0.4139
4.21
0.0225
0.8969
0.6759
1.23

2.05 0.2241 not significant
4.16 0.0971
0.7771 0.4184
0.4615 0.5271
4.69 0.0826
0.0251 0.8803

0.5501 0.6960 not significant

Tabla 18. Ecuacién del modelo cuadréatico sobre valores codificados

Tabla 19. Estadisticos del modelo cuadratico

Std. Dev. 0.9471

Mean 10.91  Adjusted R?
CV.% 8.68 Predicted R?
Adeq Precision 4.4037

0.6726
0.3453
-0.8832

Tamarfio de
Particula/cristalito

+7.36263
+6.16302 L:M
-0.013919 Temp

-0.023829 L:M* Temp
-1.59099 L:M2
+0.000419 Temp?
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13.3 Anexo 3: Gréficas de perfil para la determinacion de la distancia interplanar de

las fases presente en la figura 23a.

30
&b i 1 | E: Live Profile Of IFF
I I

25

'
20 } —

-25 L

:
0.398 nm 2/966 nm 3,364 nm
-30

t
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 22 2.4 26 28 30 32 34 36 38 4.0
nm
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13.4 Anexo 4: Gréficas de perfil para la determinacion de la distancia interplanar de

las fases presente en la figura 23b.
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13.5 Anexo 5: Graficas de deformacion vs. Esfuerzo de las peliculas parte del

disefio de experimentos.

En las siguientes graficas el nimero denota el numero de corrida correspondiente

a cada experimento.
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S 4 ||R-Square (cob) 0.98348 L % 4 R-Square (COD) 0.98451
~ Adj. R-Square 0.9825 ~ Adj. R-Square 0.9834
Q o
= N
< )
2 2
(4] 7}
w |
24 24
[ ]
[ ]
0+o T T T T J 0 +mm T T T T
0.000 0.002 0.004 0.000 0.002 0.004
deformacion (u.a) deformacion (u.a.)
Equation y=a+b*x
Plot Concatenated Data ° Equation y=a+b*x -
Weight No Weighting ° Plot Concatenated Data
4 < |Intercept -0.54208 + 0.12611 Weight No Weighting
Slope 124204027 + 55.1585 3 ) Intercept 034971 + 0.14697 4)
— Residual Sum of Squares 1.30162 4 ||slope 1165.00129 + 71.831
D(? Pearson's r 0.98459 = Residual Sum of Squar 2.85193 .
2 R-Square (COD) 0.96941 % Pearson's r 0.96745
\O/ Adj. R-Square 0.9675 = R—square (CoD) 0.93595 -
~ o Adj. R-Square 0.93239
= N ]
3] o
S 2 ]
= =]
i w2
Ll
0{—e°
0.000 0 OIOl ) ) ) 0
: : 0.002 0.003 0.004 0,000 0.001 0.002 0.003 0.004
deformacion (u.a.) deformacion (u.a.)
Equation y=a+b* - —atb*
4 | |Plot Concatenated Data ° Equation y=a X
Weight No Weighting ° 6 Plot Concatenlateq Data -
Intercept -0.38832 + 0.07644 Weight No Weighting
Slope 1203.80796 + 36.74 5 ) Intercept -0.3458 + 0.21464 6)
. Residual Sum of Squa 059217 Slope 1500.59685 + 110.2 -
5_5 Pearson's r 0.99217 < Residual Sum of Squ 5.46592
s R-Square (COD) 0.98441 % Pearson's r 0.95943
‘6’ Adj. R-Square 0.98349 241 R-Square (COD) 0.92051 L
N, | S  ||Adi. R-square 0.91554 .
2 o}
=
%) >
w @
L
2
0+* . T v v v
S I I I _l. O T T T

Figura 67. Gréficas Esfuerzo vs. deformacion

131



Equation y=a+b* Equation y=a+b*x
Plot Concatenated Data Plot Concatenated Data
61 Weight No Weighting .. 6 - |Weight No Weighting
Intercept -0.59362 + 0.21867 7 Intercept -25;3951 +0.10301
|/siope 1756.60775 + 112.5 ) i"’p_z — 1 'i33127035i546'29 8) °
~ | Residual sum of sq 456602 ° — esidual Sum of Squ :
8 p . 0.96869 g Pearson's r 0.99281
s, earson's r 0-938 o s, R-Square (COD) 0.98567
< 7| R-Square (COD) 93835 = Adj. R-Square 0.98487
Q Adj. R-Square 0.9345 o
5 | 5
=) >
0 D
w L
24 2
0+ . : . : . . 010-2 . : .
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.000 0.002
deformacion (u.a.) deformacion (u.a.)
4 -
Equation y=a+ b* Equation y=a+b*
Plot Concatenated Dat [ ] Plot Concatenated Dat
Weight No Weighting ° Weight No Weighting
Intercept -0.30618 + 0.0879 9 ) 41 Intercept -0.38326 + 0.0873 10
3 |slope 1021.64612 + 44.6 Slope 1154.48056 + 38.4
— Residual Sum of Squ 0.90081 [ ] < Residual Sum of Sq 0.92809
8 l|pearson'sr 0.98416 % Pearson's r 0.99016
=3 R-Square (COD) 0.96857 = R-Square (COD) 0.98042
O 5 | |Adj. R-Square 0.96672 9 Adj. R-Square 0.97933
N —
N
)
)
2 72
(%]
w L
l -
0 1e2 . : . : . : . . 0 T T T T T T
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0000 0.001 0.002 0.003
deformacion (u.a.) deformacion (u.a.)
Equation y=a+bx Equation y=a+ b
5 1 plot Concaten.ateq Data n Plot Concatenated Dat|
Weight No Weighting u 6 Weight No Weighting
Intercept -0.46067 + 0.11564 Intercept -0.55686 + 0.1393 L]
4 - siope 132743012 54501 ] 1) Siops e | 2)
T | Residual Sum of Squa 1.45918 = ||Residual sum of sq 2.09695
g’ Pearson’s 1 0.98593 o Pearson's r 0.98809
\o, 34 R-square (COoD) 8.97205 é 4 { |R-square (COD) 0.97633
R [Ad:R-Square 97041 o Adj. R-Square 0.97494
© N
£ g
n 2 - =
w i
2 -
1 -
0 ' - - 10 : : : : ,
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.000 0.001 0.002 0.003

deformacion (u.a.)

deformacion (u.a.)

Figura 68. Graficas Esfuerzo vs. deformacion (continuacion)

132



6 Equation y=a+b* Equation y =a+b*
Plot Concatenated Data [ ] 54 |Plot Concatenated D
Weight No Weighting ) Weight No Weighting
Intercept -0.48299 £ 0.14957 1 3 ) ° 1 |intercept -0.40527 £ 0.091 1 4)
Slope 1721.36199 + 73.897 4 [slope 1530.21115 =+ 46.
— Residual Sum of Squar 2.48328 — Residual Sum of S 1.13081
© ,
Q 4 ||Pearsonst 0.98469 E 1 |Pearson's r 0.99193
e - S| Fomicon  ouon
o ) R>q : o Adj. R-Square 0.98304
N N
= =
g [
=]
"uw: w24
2 L
1 -
@
0% T T T T T T T 1 0 e T T T 1
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.00 0.001 0.002 0.003 0.004
deformacion (u.a.) deformacién (u.a.)
i =a+b*
6 Equation c y o i D Equation y =a+b*x
Plot onca en.a © : ata ° Plot Concatenated Data o
Weight No Weighting Weight No Weighting
||Intercept -0.35257 + 0.12044 6 ||mntercept -0.73757 + 0.15626 1 6 )
Slope 1336.84756 + 58.7 Slope 1890.95259 + 70.11
= Residual Sum of Sq 2.35387 - Residual Sum of Squ 2.50602
0 4 | Pearson'sr 0.98217 D“_S Pearson's r 0.98852
< ||R-square (COD) 0.96466 s R-Square (COD) 0.97716
o Adj. R-Square 0.9628 \5’ 4 ||Adj. R-Square 0.97582
N
@ N
> [¢]
= S
7] =
L (%]
24 L
2
?) 000 0.002 0.004 0 = ' ' ' ' ' '
: ) : 0.000 0.001 0.002 0.003 0.004
deformacion (u.a.) deformacion (u.a.)
Equation y=a+b* '
Plot Concatenated Data
Weight No Weighting
Intercept -0.49046 +0.19803 1 7 ) ®
4 J|sPre 1328.75185 + 85.97561 ° L/
|| Residual Sum of Squares 3.86905
< Pearson's r 0.96621 o
[a R-Square (COD) 0.93356
é Adj. R-Square 0.92965
o
N
=
g
[ J
® 2+
L
Y [ ]
[ J
[}
[ J
0 e . T . I )
0.000 0.002 0.004
deformacion (u.a.)

Figura 69. Gréficas Esfuerzo vs. deformacion (continuacion)

133



13.6 Anexo 6: Estadisticos para el disefio de disefio de experimentos para las

peliculas formadoras de microagujas.

Respuesta 1: Modulo de Young

Tabla 20. ANOVA para el modelo cuadratico

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value

Model
A-Laponita
B-Glicerina

C-CaCl2
AB
AC
BC
A2

B2

C2
Residual
Lack of Fit
Pure Error

Cor Total

9.406E+05
44723.28
35694.16
1.385E+05
62063.13
15080.32
66436.51
2.021E+05
1.700E+05
1.031E+05
1.491E+05
1.085E+05
40620.37
1.090E+06

9

U W 0O B P P R R R R R R

[ERN
\‘

1.045E+05
44723.28
35694.16
1.385E+05
62063.13
15080.32
66436.51
2.021E+05
1.700E+05
1.031E+05
18635.23
36153.82
8124.07

5.61
2.40
1.92
7.43
3.33

0.0118
0.1599
0.2037
0.0260
0.1055

0.8092 0.3946

3.57

0.0957

10.85 0.0110

9.12
5.53

4.45

0.0166
0.0465

0.0708

significant

not significant

Tabla 21. Tabla de estadisticos para el modelo cuadratico

Std. Dev. 136.51 R2 0.8632
Mean 1469.87 Adjusted R2 0.7093
CV.% 9.29 Predicted R2 -0.6462

Adeq Precision 6.6704
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Tabla 22. Ecuacién del modelo cuadratico con factores codificados

Modulo de Young

+1721.55
+74.77
-66.80
-131.59
+124.56
+61.40
+128.88
-215.23
-197.35
-153.70

AB
AC
BC
A2
B2
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13.7 Anexo 7. Curvas de calibracién de calibracion de Fe3+ coordinado con CI
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. o
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