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El presente estudio de investigacion realizado en la Facultad de Ciencias
Quimicas, la Facultad de Medicina Otay y la Facultad de Ciencias de la Salud
Valle de la Palmas de la Universidad Auténoma de Baja California en los
laboratorios de biofarmacia, neurociencias y epidemiologia molecular
respectivamente donde se desarrollo la sintesis del &cido metacriloiloxi-o-benzoico
(MAOB), el cual se sintetiz6 mediante un método previamente reportado, para la
sintesis de nanogeles PEGMA-MAOB se utiliz6 un método de polimerizacion en
emulsién sin detergente en concentracion 80/20 respectivamente, utilizando
EDGMA como entrecruzante y logrando asi nanogeles de un diametro
hidrodindmico de entre 180-240 nm se realiz6 la caracterizacion de dichas
nanoparticulas utilizando un Zetasizer Nano NS, el acido metacriloiloxi-o-benzoico
(MAOB), y el contenido del MAOB incorporado en las nano particulas de MAOB se
determind mediante titulaciones acido-base.

Asimismo se realizé un analisis y una evaluacion del efecto de los nanogeles de
metacrilato de acido salicilico en modelos marinos, haciendo comparacion de su
efecto con un control de solucion salina y con acido salicilico, induciendo dolor y
edema en ratas wistar mediante carragenina y formalina para evaluar el efecto
antiinflamatorio se empleé el método de edema plantar inducido por A cartagenina,
utiizandose ratas albinas wistar divididas en grupos control y tratamientos
(Img/kg) para el efecto antiinflamatorio inducido por edema con carragenina se
utilizé un pletismémetro digital PANLAB LE 7500, midiendo el aumento de
volumen en la pata inducida y logrando establecer una relacion entre la
extremidad basal y la extremidad inducida, el mayor efecto antiinflamatorio se
evidenci6 al tiempo de 4 horas posteriores al tratamiento el efecto
antiedematogénico se evaludé contabilizando el numero de contracciones
musculares de la extremidad tratada durante el primer minuto de un lapso de cinco
minutos durante una hora. Se tomaron muestras bioldgicas de los tratamientos y
controles por puncién cardiaca para andlisis de concentracion de interleucinas y
citoquinas proinflamatorias por la técnica molecular de ELISA de igual forma se
realiz6 toma de muestra de tejido de los animales en el sitio de la extremidad
puncionada para histopatologia, produciendo cortes de 3 pm y desarrollando

tincion de eosina — hematoxilina.
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1.1 INTRODUCCION

La inflamacion y el dolor son procesos fisioldgicos comunes que
deterioran la salud de las personas; estan relacionadas a una gran cantidad de
enfermedades que afectan a la poblacion en general y que son evidenciados en
nuestra vida cotidiana al acudir a cualquier establecimiento de salud o bien al
manifestarse de manera directa en los pacientes afectados. (Kuprash and
Nedospasov, 2016). Es por eso, que el proposito de la presente investigacion es
aportar mediante el trabajo con la manipulacién de ratas wistar Rattus norvegicus
las propiedades analgésicas y antiinflamatorias descritas por diferentes grupos de
ratas en condiciones normales, realizando aplicaciones de nanogeles de
metacrilato de &cido salicilico para poder utilizar dichos nanogeles como
alternativa frente a los farmacos convencionales, para el tratamiento de las
dolencias ya mencionadas.

Ahora entendemos que la inflamacion esta estrechamente ligada a la
inmunidad innata y sus mecanismos moleculares, y muchos mediadores
inflamatorios son una parte de la inmunidad innata inherente a todos los
organismos multicelulares. (Kuprash and Nedospasov, 2016)

De igual manera se sabe que la mayoria de farmacos utilizados para el
tratamiento de la inflamacion y el dolor han demostrado diferentes efectos
adversos principalmente a nivel digestivo y sistema nervioso central es por eso
gue se busca una nueva alternativa en el mecanismo de liberacion de farmacos.

Por tal motivo, es muy importante investigar y sugerir terapias alternativas,
Utiles para mitigar estos padecimientos mediante el uso de nuevas técnicas de
liberacion de farmacos, ya que cuentan con un gran potencial farmacolégico y
economico.

Desde hace unos afios la nanotecnologia se esta perfilando como un area
emergente en la nanomedicina, la aplicacién de la nanotecnologia en las ciencias
de la salud, la nanotecnologia es la rama que se perfila como la de mayor
proyeccion en un futuro préoximo debido a sus importantes aplicaciones,
especialmente diagnosticas y terapéuticas. La deteccion temprana de
enfermedades, su tratamiento precoz personalizado y un preciso seguimiento

posterior de su evolucion seran posibles en los préximos afios gracias a la
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aplicacion de las herramientas nanotecnoldgicas que se estan desarrollando
actualmente. Los importantes avances en este campo podrian dar lugar a
sistemas de diagnosis y tratamientos terapéuticos de mayor eficacia que los
existentes, lo que redundaria en una mayor calidad de vida para el hombre. Una
auténtica revolucion se vislumbra en el horizonte del cuidado de la salud y la
tecnologia médica (Lechuga Laura, 2005)

Desde la década de 1960 hasta la actualidad, una gran variedad de
nanomateriales y dispositivos organicos e inorganicos se han utilizado como
vehiculos acarreadores de farmacos para desarrollar alternativas terapéuticas
efectivas. Hasta ahora, hay mas de dos docenas de productos terapéuticos
basados en la nanotecnologia aprobados por la Food and Drug Administration

(FDA) para uso clinico, y hay mas en ensayos clinicos. (Lechuga Laura, 2005)
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1.2 ANTECEDENTES

En 2003 Licea-Claverie, Rogel-Hernandez, y Lopez-Sanchez lograron la
sintesis del mondémero (MAOB) acido metacriloil-o-benzoico un derivado del &cido
salicilico, el cual es un mondmero anfifilico, producido a partir de una técnica
sintética previamente desarrollada (Cornejo-bravo et al., 2005). A partir de este
monomero, se ha logrado el desarrollo de hidrogeles estabilizados con PEGMA
(Serrano-Medina, Cornejo-Bravo and Licea-Claverie, 2012); Y en estudios
realizados se ha demostrado que los materiales formados se hidrolizan en
soluciones que simulan las condiciones fisiologicas para generar acido salicilico.

(Rodriguez-Vazquez et al. 2018).

(Rodriguez-Vazquez et al. 2018) Lograron incorporar el acido
metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB) al nanogel, mediante la técnica de
polimerizacion en emulsion sin detergente con diferentes proporciones de
entrecruzantes EGDMA o DVA fue posible lograr nanogeles menores a 200
nandémetros utilizando los dos entrecruzantes. Los estudios de liberacion
demostraron que en un medio de pH 6.0 y pH 7.4, simulando las condiciones
fisiologicas, el profarmaco polimérico es hidrolizable en su grupo éster, para
formar acido salicilico, el cual pudo ser cuantificado mediante rectas de calibracion

de acido salicilico, utilizando espectrofotometria de UV visible.

(Marinho et al.,, 2018) Han desarrollado un trabajo para investigar los
efectos antinociceptivos y antioedematogénicos y el perfil de toxicidad de un
nuevo candidato AINE, llamado salicytamida. En ese trabajo se presenta, que la
salicytamida es capaz de provocar efectos antinociceptivos periféricos y centrales

mas potentes, asi como la capacidad antioedematogénica in vivo.

(Marinho et al., 2018) Evalué diversos farmacos AINES entre estos el
acido salicilico y la carragenina como agente edematogénico y formalina como
agente nociceptivo inflamatorio.

En las ultimas décadas diferentes sistemas de liberacion de farmacos han
salido al mercado farmacéutico, en 2015 Ouimet et al, desarrollando mezclas de

diferentes polimeros lograron incorporar acido salicilico para reducir la inflamacion.
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Los hidrogeles son particularmente adecuados como materiales de
aposito para heridas debido a su suavidad intrinseca, flexibilidad, adhesion a una
piel sana sin afectar el lecho de la herida, y la capacidad de prevenir exposicién al
final del nervio, lo que disminuye el dolor. (Ouimet et al., 2015) Han desarrollado
un hidrogel para combatir los problemas asociados con la inflamacion, Los
investigadores han logrado las terapias de hidrogel combinadas que utilizan
elementos bioactivos. Uno de esos ejemplos incluye una terapia topica en la que
el acido salicilico (SA), un medicamento antiinflamatorio no esteroideo, que se
mezclé con un aposito de hidrogel y demostrado ser eficiente en la reduccion

cicatrices hipertroficas.

En el afio 2000 (Erdmann, Macedo and Uhrich, 2000) investigaron
implantes degradables de poliéster de anhidrido) en los que el esqueleto del
polimero se descompone en acido salicilico (SA). Logrando asi una
reestructuracién ésea y una liberacion del acido salicilico de los polianhidridos
degradables, después de 20 dias, los sitios de polimeros activos mostraron un
mayor grosor de hueso palatino nuevo y sin areas de resorcidén, mientras que los
sitios de polimeros de control mostraron menos grosor de hueso y resorcion,
incluidas algunas que involucran cemento y dentina. A partir de estos estudios
preliminares, se concluye que los poliésteres de anhidrido estimulan la

reestructuracién y formacion osea.

La inflamacién es un conjunto completo de respuestas fisioldgicas a un
organismo extrafio, que incluye patdgenos humanos, particulas de polvo, virus,
bacterias entre otros, incluso ciertas enfermedades crénicas se manifiestan con
sintomas inflamatorios, Investigaciones recientes han aclarado que la inflamacién
es un factor importante para la progresion de diversas enfermedades como
trastornos cronicos, diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, trastornos
oculares, artritis, obesidad, enfermedades autoinmunes Yy enfermedades
inflamatorias intestinales. (Arulselvan et al., 2016). En 2020 (Yang et al., 2020)
diseflaron nanogeles transdérmicos enriquecidos con aceite de magnesio de
metotrexato para mejorar la movilidad de las articulaciones artriticas, reparar y

reducir la inflamacion y el dolor.
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1.3 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los nanogeles de metacrilato de acido salicilico, en
modelos murinos post induccion de carragenina y formalina para evaluacion del

efecto antiinflamatorio y analgésico.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Inducir edema en ratones utilizando carragenina como agente edematogeénico.
2) Estudiar el efecto antiinflamatorio de los nanogeles de acido salicilico.

3) Estudiar el efecto de la formalina como agente nociceptivo en presencia de

nanogeles de acido salicilico.

4) Estudiar el efecto de la carragenina como agente inflamatorio en presencia de

nanogeles de &cido salicilico.

5) Determinar la concentracion minima antiinflamatoria.
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1.5 JUSTIFICACION

La presente investigacion se enfocard en estudiar los efectos de la
inflamacién y el dolor in vivo frente a los nanogeles de metacrilato de &cido
salicilico ya que debido a los principales efectos en los sistemas de liberacion y
entrega de farmacos estos dos mecanismos fisioldgicos terminan causando serios
problemas en la salud de las personas a nivel mundial. Asi, el presente trabajo
permitira mostrar la respuesta de la inflamacion y el dolor en ratas wistar, ademas
de permitir realizar una comparaciéon integral en controles usados de solucién
salina fisiologica y é&cido salicilico. Por tal motivo, en esta investigacion se
pretende desarrollar nanoparticulas menores a 200 nm, a base de poli(etilenglicol)
metil éter metacrilato, cargadas con un derivado del acido salicilico, con la
capacidad de hidrolizarse vy liberar acido salicilico en soluciones fisioldgicas, a fin
de conseguir maximizar los efectos terapéuticos, disminuyendo los efectos

secundarios.

Los motivos que llevaron a la realizacion del presente trabajo de
investigacion fueron basados principalmente en que la gran mayoria de farmacos
(AINES) no tienen la capacidad de llegar hasta la zona afectada, por diversas
razones no terminan teniendo un efecto significativo en la zona de lesién, es por
eso gue se desarrolla el estudio de la hidrdlisis del acido metacriloiloxi-o-benzoico
cargado en un nanogel para facilitar su biodisponibilidad, liberando por hidrélisis

acido salicilico y su facil acceso por las células afectadas.

Los sistemas de liberacion se han desarrollado para modificar la via de
administracion en beneficio del paciente, mejorar la biodisponibilidad, cambiar el
perfil de liberacion o mejorar una formulacién para una nueva presentacion y linea
de venta. En contraste, la nanomedicina propone que los sistemas de liberacion se
deben desarrollar para identificar el sitio blanco, el cual puede ser un érgano, una
célula, un compartimento celular, ndcleo, citoplasma o incluso, otro organulo.

(Rojas-aguirre, 2016)

Muchos farmacos actdan sobre dianas intracelulares dentro de organulos
especificos. Por ejemplo, medicamentos contra el cancer interfieren con la

replicacion del ADN y la traduccion en el ndcleo, la sintesis de proteinas y plegado
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en el reticulo endoplasmatico, la glicosilacion de proteinas en el aparato de Golgi
(AG), la actividad metabdlica en la mitocondria, y asi sucesivamente. (Maity and
Stepensky, 2015) La capacidad de un farmaco de dirigirse a un sitio especifico de
la célula y entregar selectivamente su carga terapéutica es muy importante.
Ademas, que la entrega del farmaco debera ser de manera controlada en
respuesta a un estimulo interno (pH, presencia de enzimas o un cambio del
potencial redox) o externo (luz, temperatura, campo magnético) para poder liberar

la carga terapéutica. (Mura, Nicolas and Couvreur, 2013)
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1.6 HIPOTESIS NULA

La aplicacion de nanogeles de metacrilato de &cido salicilico en modelos
murinos no tiene un efecto significativo en comparacion con los sistemas de

liberacion de farmacos convencionales.

1.7 HIPOTESIS ALTERNATIVA

La aplicacion de nanogeles de metacrilato de acido salicilico en modelos
murinos tiene un efecto significativo en comparacion con los sistemas de

liberacién de farmacos convencionales.
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CAPITULO Il

TEORIA GENERAL
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2.1 NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es la creacion y utilizacién de materiales, dispositivos y
sistemas a través del control de la materia en la escala nanométrica (mil
millonésima parte de un metro). Diversas nanotecnologias y sus aplicaciones en
las ciencias de la vida se describen en detalle en otra parte, bajo el término
bionanotecnologia (Jain, 2005). El término nanotecnologia hace referencia a una
serie de disciplinas que estudian y manipulan la materia a nivel de las
nanoescalas. Una de las areas mas importantes de la nanotecnologia es la
nanomedicina, la cual estd enfocada en gran medida en el disefio de
nanosistemas de liberacion de farmacos que prometen revolucionar las terapias
convencionales, especialmente aquellas dirigidas al tratamiento del cancer.

(Rojas-aguirre, 2016)

2.2 NANOGELES

Los nanogeles son sistemas de liberacién de farmacos que pueden pasar
la barrera hematoencefalica y liberar farmacos al sitio deseado. Han sido utilizados
como sistemas de liberacion de farmacos para el manejo de enfermedades
cerebrales como Alzheimer, migrafia, esquizofrenia y depresion. (Aderibigbe and
Naki, 2018). Los nanogeles también se han desarrollado como portadores de
vacunas para proteccion de infecciones bacterianas como influenza, meningitis,
neumonia y como portadores de vacunas para la proteccion de animales contra la
encefalomielitis y la enfermedad de boca y pie. Se han desarrollado como
portadores de vacunas para la prevencion de enfermedades en pacientes con
obesidad. Los nanogeles han sido utilizados para el tratamiento de enfermedades
cerebrales. En la aplicaciéon de nanogeles como vacuna los portadores también
indujeron respuestas significativas asociadas con la inmunidad protectora contra

seleccionados Infecciones bacterianas y virales. (Aderibigbe and Naki, 2018)
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2.3 NANOPORTADORES

La llegada de los nanoportadores para la entrega de farmacos ha dado
lugar a nuevos escenarios en la medicina moderna. De hecho, los nanoportadores
superan en parte los limites de los citotdxicos tradicionales. Las caracteristicas de
estos sistemas minimizan en gran medida las reacciones adversas y garantizan
una liberaciéon mas precisa del compuesto al sitio afectado. Varios nanoportadores
han sido desarrollados para la administracion de farmacos citotoxicos como el
paclitaxel y la doxorrubicina para mejorar tanto el resultado como la calidad de

vida de los pacientes. (Chen et al., 2015)

2.4ANANODIAGNOSTICO

El nanodiagnéstico se define como el uso de la nanotecnologia con fines
de diagndstico clinico (Jain, 2005). Los nanomateriales permiten un diagndstico
mas sensible y especifico de patologias y actualmente se estan utilizando como
agentes de contraste para la obtencién de imagenes moleculares y de células

enteras in vitro e in vivo.

2.5NANOMEDICINA

La nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia en las ciencias de la
salud, es la rama de la nanotecnologia que se perfila como la de mayor proyeccion
en un futuro proximo debido a sus importantes aplicaciones, especialmente
diagndsticas y terapéuticas. La deteccion temprana de enfermedades, su
tratamiento precoz personalizado y un preciso seguimiento posterior de su
evolucion seran posibles en los proximos afios gracias a la aplicacion de las
herramientas nanotecnolégicas que se estan desarrollando actualmente.
(Lechuga, 2005). La nanomedicina y su investigacion han estado formando varios
campos emergentes en los ultimos afios. Se estima que es una industria de $160
mil millones para mercados basados en nanomedicina. Existen amplias
aplicaciones de la nanotecnologia en la nanomedicina, que incluyen Ila
administracion de farmacos, reactivos de contraste, nanoanaliticos,
bionanomateriales, nanofarmacéuticos y nanorobéticos médicos. Los sistemas de

administracion de farmacos desarrollados a partir de la nanotecnologia se utilizan
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ampliamente para el diagnéstico, el tratamiento, la y vigilancia relacionada con las
enfermedades. (Zhao, 2018)

2.6 NANOSISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS

Los sistemas de liberacion de farmacos en nanoparticulas son
ampliamente utilizados en la investigacion farmacéutica y en entornos clinicos
para mejorar la efectividad de agentes de diagndstico, incluidos farmacos
anticancerigenos, farmacos antimicrobianos y antivirales (Torchilin, 2014). Los
tipos de nanoportadores que existen son diversos e incluyen los siguientes:
liposomas; nanoparticulas poliméricas; micelas poliméricas; silice, oro, plata y
otras nanoparticulas metalicas; nanotubos de carbono; nanoparticulas lipidicas
sélidas, niosomas y dendrimeros. El uso de los nanosistemas de liberacién de
farmacos puede superar varios problemas que estan asociados con las técnicas
farmacologicas convencionales, como una baja solubilidad acuosa, baja
biodisponibilidad y una distribucion no especifica en el cuerpo. (Prosperi et al.,
2017)

2.7MODELO ANIMAL

En la actualidad las ciencias biomédicas obtienen su informacién mas
relevante de distintos arreglos experimentales, los estudios in vitro, los cuales
emplean sustancias, tejidos y células, sin embargo los estudios in vivo emplean
animales, es importante que el animal creado y criado en y para el laboratorio
puede ser distinto en su contraparte vida silvestre es por esto que el cuidado, la
utilizacion apropiada y el trato humanitario de los animales empleados en
investigacion, las pruebas de laboratorio requieren de un conocimiento
especializado en los ambientes, procesos y procedimientos relacionados con su
uso y su cuidado ello también implica el establecimiento de condiciones de
infraestructura y ambientes de trabajo propios y especificos, en la actualidad en
los laboratorios donde se realiza experimentacion animal se exige que dichas
condiciones sean certificadas y categorizadas segun sus competencias Yy
necesidades. Por eso es importante un programa de aseguramiento de la calidad

que incluya control sanitario y genético y entrenamiento y validacion permanente
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de procesos y procedimientos de laboratorio como el conocimiento de la etologia

de cada especie utilizada. (Cardozo et al., 2007)

La rata (Rata norvegicus) fue la primera especie de mamifero domesticado
para la investigacion cientifica con trabajos que se remontan a antes de 1850.
Desde entonces, la rata tiene un papel principal en varios campos de
investigacion, como fisiologia, farmacologia, neurociencias, genética y ciencias
médicas. Entre las cepas de ratas disponibles ahora, el albino y el piebald son los

mas comunes. (Kuramoto et al., 2012)

Los modelos animales son herramientas indispensables en la
investigacibn biomédica. Han sido utilizados desde los primeros dias del
descubrimiento cientifico y contindan siendo utilizados hoy en dia para nuestro
entendimiento de las funciones individuales de los genes, los mecanismos de
diferentes enfermedades y la efectividad y toxicidad de varios farmacos y
compuestos quimicos. Los genomas de muchos organismos modelo han sido
secuenciados, y se ha descubierto que muchos genes se encuentran conservados

entre los organismos modelo y el humano. (Beura et al., 2016)
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2.8 EL ALBINISMO EN RATAS DE LABORATORIO

La mayoria de los roedores de laboratorio son albinos, debido a una
mutacion comun en el gen de la tirosinasa en todas las cepas de ratas albinas de
laboratorio y en por lo menos algunas de las cepas de ratones albinos.
La tirosinasa es la enzima responsable de la produccién del pigmento melanina.
La prevalencia de albinismo entre los roedores de laboratorio es debido a que
muchas de las cepas establecidas en un principio eran albinas, y ademas el

albinismo es un marcador para una facil seleccién. (Kuramoto et al., 2012)

2.9 RATAS WISTAR

Actualmente las ratas wistar son una de las cepas mas populares y
utilizadas cotidianamente para la investigacién en el laboratorio, por lo que éste
mamifero sirve como un organismo modelo para el andlisis de un nimero
importante de caracteristicas biomédicas y toxicolégicas (Cossio-Bolafios et al.,
2013) asi como para estudiar la nutricion enteral y parenteral inclusive es
considerado como importante herramienta para la investigacion de las condiciones

gue afectan a los seres humanos y que pueden ser simuladas en ratas.

llustracion 1. Modelo animal de ratas wistar

2.10 INFLAMACION

La inflamacién es un proceso adaptativo a los estimulos nocivos a los que
el cuerpo humano esta constantemente expuesto (Varela et al., 2018) representa
una amplia gama de respuestas fisioldgicas, es un proceso fisiolégico, defensivo
natural del organismo ante agresiones del medio, presentando signos como el
dolor, calor, rubor y edema, ademas de pérdida de funcionalidad generalmente
ocasionado por un organismo extrafo, incluidos los patégenos humanos, el polvo,

particulas y virus. (Arulselvan et al., 2016)
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llustracion 2. Modelo inflamatorio de ratas wistar

2.11 TIPOS DE INFLAMACION

Las inflamaciones se dividen principalmente en inflamaciones agudas y
cronicas dependiendo de varios procesos inflamatorios y mecanismos celulares.
Investigaciones recientes han aclarado que la inflamacién es un factor importante
para la progresidon de diversas enfermedades o trastornos cronicos, como
diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, trastornos oculares, artritis,
obesidad, enfermedades autoinmunes y enfermedades inflamatorias intestinal.
(Arulselvan et al., 2016)

La inflamacién implica la participacién de una amplia clase de mediadores
biolégicos, tales como la histamina, la serotonina, bradiquinina, citoquinas y las
prostaglandinas. Estos agentes inflamatorios promueven la vasodilatacion y la
migracion de neutréfilos de la sangre hacia los tejidos inflamados. (Sousa-neto,
2018) La interaccion entre los mediadores quimicos desencadena una secuencia
de eventos moleculares, y luego da origen al proceso inflamatorio, desarrollo del
dolor, y en algunos casos la pérdida de la funcion. La respuesta inflamatoria se
define como una reaccion normal de tejido vivo a un area lesionada. (Dinarello,
2010; Marinho et al., 2018) La falta de recuperacion de la zona lesionada aumenta
el dafio por la formacién de tejido de granulacién y la acumulacién de células
secretoras liberacion de enzimas y radicales libres, que aumenta positivamente la
inflamacion local, perjudicando asi la reparacion del area dafiada. (Gautam and
Jachak, 2009).
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2.11.1 INFLAMACION AGUDA

En la fase aguda de la respuesta inflamatoria, las células del sistema
inmune migran al sitio de la lesién en una secuencia de eventos cuidadosamente
orquestada que es facilitada por mediadores solubles como las citoquinas, las
guimosinas Yy las proteinas de fase aguda. (Germolec et al., 2018). En este tipo de
inflamacion las citoquinas proinflamatorias liberadas crean un circuito
proinflamatorio que puede separarse del tejido lesionado y entrar en el torrente
sanguineo, lo que lleva a la cascada o tormenta de citoquinas los receptores de
organos especificos son activados por estas citoquinas y se produce una reaccién
sistémica, ésta reaccion es la llamada respuesta de fase aguda. (Varela et al.,
2018) Y es aqui donde el higado juaga un papel muy importante comienza a
aumentar la produccidn de ciertas proteinas: proteina C reactiva, amiloide A
sérico, haptoglobina, fibrindbgeno, a-globulinas con actividad antiproteasa,
lipopolisacérido, proteinas de union, ceruloplasmina, factor del complemento 3 y
disminucién de la sintesis de otras proteinas, lo que conduce a la disminucién de
ciertas sustancias en el suero: zinc, hierro, albumina, transferrina, globulina
fijadora de cortisol, transtiretina y proteina de union a retinol. La proteina C

reactiva es el mejor indicador clinico de respuesta de fase aguda.

2.11.2 INFLAMACION CRONICA

La inflamacion es una respuesta fisiolégica normal que causa que sane el
tejido lastimado. Un proceso inflamatorio empieza cuando los compuestos
quimicos son liberados por el tejido dafiado. Como respuesta, los glébulos blancos
producen sustancias que hacen que las células se dividan y crezcan para
reconstruir el tejido para ayudar a reparar la lesién. Una vez que sane la herida,

terminara el proceso inflamatorio. (Piktel et al., 2019)

En la inflamacion crénica, el proceso inflamatorio puede empezar aun
cuando no haya lesion, y no termina cuando deberia terminar. No siempre se sabe
por qué continda la inflamacion. La inflamacién crénica puede ser causada por
infecciones que no desaparecen, por reacciones inmunitarias anormales a los
tejidos normales o por estados como la obesidad. Con el tiempo, la inflamacion

cronica puede causar dafio al ADN vy llevar al cancer. Por ejemplo, la gente con
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enfermedades inflamatorias cronicas del intestino, como la colitis ulcerosa y la
enfermedad de Crohn, tiene un riesgo mayor de cancer de colon. (Korniluk et al.,
2017)

2.12 FARMACOLOGIA DE LA INFLAMACION

Los farmacos utilizados cominmente en el tratamiento de la inflamacién
incluyen los farmacos antiinflamatorios no esteroideos y esteroideos, que son
capaces de promover varios efectos secundarios, tales como Ulceras gastricas,
dispepsia, sangrado y trastornos cardiovasculares (Dinarello, 2010; Sousa-neto,
Gomes and Cunha, 2018)

Clasicamente la inflamacién se ha considerado integrada por los cinco signos
de Celso: Calor, Rubor, Tumor, Dolor y pérdida de funcion. El calor y rubor se
deben a las alteraciones vasculares que determinan una acumulacién sanguinea
en el foco. EI tumor se produce por el edema y acumulacion de células inmunes,
mientras que el dolor es producido por la actuacion de determinados mediadores
sobre las terminaciones nerviosas del dolor, los llamados nociceptores y
finalmente una disminucion o pérdida de la funcion del tejido en la zona afectada
(Dinarello, 2010)

2.13 FASES DE LA INFLAMACION

De forma esquematica podemos dividir la inflamacion en cinco etapas:

3.13.1 Liberacion de mediadores
Son moléculas, la mayor parte de ellas, de estructura elemental que son
liberadas o sintetizadas por el mastocito bajo la actuacion de determinados

estimulos.

3.13.2 Efecto de los mediadores
Una vez liberadas, estas moléculas producen alteraciones vasculares y
efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de moléculas y células inmunes al

foco inflamatorio.
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3.13.3 Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio
Proceden en su mayor parte de la sangre, pero también de las zonas

circundantes al foco inflamatorio, generalmente llamadas mediadores.

3.13.4 Regulacion del proceso inflamatorio
Como la mayor parte de las respuestas inmunes, el fenémeno inflamatorio
también integra una serie de mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o

equilibrar el proceso inflamatorio.

3.13.5 Reparacién
Fase constituida por fendmenos que van a determinar la reparacion total o
parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o por la propia respuesta

inflamatoria.

Aunque todos los tejidos al lesionarse van a liberar mediadores de la
inflamacion, la fuente principal de los mismos es el mastocito. (Coussens and
Werb, 2002). ElI mastocito contiene en el citoplasma granulos con mediadores de
la inflamacién preformados, los mastocitos son leucocitos derivados de células
hematopoyéticas pluripotenciales CD34+ de la médula 6sea que, a diferencia de
otras células mieloides, completan su diferenciacion y maduracion en los tejidos
periféricos. Su crecimiento y diferenciacion se producen bajo la influencia de las
citoquinas, IL-3, IL-4, IL-9, IL-10 y el factor de células madre (stem cell factor,
SCF), factores de crecimiento, factor de crecimiento de nervios (nerve growth
factor, NGF), prostaglandina E2 (PGE2) y por la interacciébn con determinadas
moléculas de adhesion (Doctoral et al.,, 2014). Cuando se activan, liberan estos
factores, junto con otros de caracter lipidico que son sintetizados de novo. El
mastocito se detecta en casi todos los tejidos, siendo localizado principalmente
alrededor de los pequeiios vasos, sobre los que actuaran los mediadores una vez

liberados. (Inflamatorio, 2018)

2.14 MEDIADORES INFLAMATORIOS

Todos los procesos inflamatorios, ya sean de origen inmune u otro, llevan
consigo la activacion de macréfagos residentes y la infiltracién de leucocitos desde

la sangre. La activacion induce cambios en las células entre los cuales se incluyen
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la produccién de citoquinas. Determinadas citoquinas originan directa o
indirectamente la cascada de eventos que generan otros mediadores esenciales
en la respuesta inflamatoria. (Esp et al., 2014)

De las numerosas citoquinas presentes en el sitio de la inflamacion, dos de
ellas, IL-1 y TNF-a, juegan un papel fundamental. Algunas de sus acciones sobre
diversos tipos celulares son: la produccién de mediadores lipidicos, enzimas
proteoliticas y radicales libres, todos estps elementos involucrados en el dafio

observado.

2.15 DOLOR

Segun la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (AIED), éste
se define como una experiencia sensitiva y emocional desagradable asociada a
una lesién tisular real o potencial descrita en términos de tal dafio. De esta
definicion se desprenden varios conceptos importantes. El primero, que el dolor es
una experiencia subjetiva y por tanto diferente para cada individuo; el segundo es
la existencia o no de una lesion tisular real, es decir no es necesaria la presencia
de una lesion morfolégica que justifique el dolor de un paciente (Navas and Gonz,
2008) otros autores dicen que el dolor es la experiencia subjetiva de dafio en una
parte del cuerpo, (Bell, 2018) pero independientemente del motivo es uno de los
signos cardinales de inflamacion, es una respuesta compleja que involucra la
interaccion de multiples mediadores inflamatorios liberados en sitios de
inflamacion de las lesidnes tisulares. El papel de las prostaglandinas en el dolor
después de lesion mecanica o quimica esta bien establecida (Yang et al., 2020).
Las prostaglandinas han sido detectadas en exudados inflamatorios hay muchos
indicios de que el principal el papel de las prostaglandinas es la sensibilizacién de
los receptores del dolor a otros mediadores. (Niv and Devor, 2004). Estos
mediadores se derivan de varias fuentes. El dolor se clasifica razonablemente
como un sintoma de lesion o enfermedades como el estrefiimiento, las nduseas o
bien algunas lesiones, estos son sintomas que en ocasione se pueden traducir en
dolor. Cuando el paciente resuelve su trastorno, también lo hace su sintomas de
dolor, Sin embargo, no sucede lo mismo en el caso de dolor crénico donde las

erupciones cutaneas de la infeccion por herpes zoster, por ejemplo, o la crudeza
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de una incision quirdrgica, puede sanar completamente pero deja a su paso un
dolor persistente que dura por meses 0 afos. Aunque desencadenado por un
proceso de enfermedad agudamente doloroso, tal dolor se vuelve independiente.
(Niv and Devor, 2004)

2.16 ANATOMIA DEL DOLOR

La sefial es recogida por los nociceptores y enviada hacia el sistema
nervioso central pasando por varias estaciones la primera sefial se sitla en los
ganglios espinales dorsales, a continuacion, la sefial pasa por el asta dorsal de la
medula espinal, asciende hacia diversas estructuras subcorticales, entre las que
destaca el talamo, hasta llegar a la corteza cerebral, con especial importancia de
la corteza somatosensorial, la circunvolucion cingulada anterior, la insula, la
corteza prefrontal y parietal inferior. Es en estas estructuras, en las que se origina
la percepcion consciente del dolor y las actividades subconscientes y respuestas
neuromoduladoras (efectoras, endocrinas, y emocionales) iniciadas consciente e

inconscientemente. (Navas and Gonz, 2008)

2.17 CLASIFICACION DEL DOLOR

Aunque existen numerosos criterios de clasificacion, los més utilizados se
basan en el mecanismo neurofisiolégico, en el aspecto temporal, en la intensidad,

en la etiologia y en la region afectada.

3.17.1 Dolor nociceptivo
Se origina por la estimulacion de nociceptores periféricos, que traducen esta
sefial en impulsos electroquimicos que se transmiten al sistema nervioso central.

A su vez se puede subclasificar en:

3.17.2 Dolor somatico
Originado en la piel y en el aparato locomotor, se caracteriza por estar bien

localizado.
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3.17.3 Dolor visceral
Originado en las visceras, se caracteriza por estar mal localizado y referido a

zonas cutaneas a veces alejadas de la lesion.

3.17.4 Dolor neuropatico
Se origina por una actividad neuronal anormal por lesion del sistema
nervioso central o periférico. Es prolongado, severo, quemante, constante con

paroxismos.

Existen tres subgrupos de dolor neuropatico:

3.17.5 El dolor de generacion periférica
Como las radiculopatias cervical o lumbar, las lesiones de los nervios

espinales y las plexopatias braquial o lumbosacra.

3.17.6 El dolor de generacidn central
Que implica una lesién del sistema nervioso central (SNC) a nivel de la

meédula espinal o a un nivel superior.

El sindrome doloroso regional complejo (SDRC), denominado previamente
distrofia simpética refleja o causalgia. Se caracteriza por alteracion autonémica
localizada en el area afectada, presentando el paciente cambios vasomotores,

sudoracién, edema y atrofia (Barén, 2000)

2.18 CARRAGENINA

La carragenina es un nombre genérico para una familia de geles y
viscosificantes polisacaridos, que se obtienen por extraccion de ciertas especies

de algas rojas (Necas and Bartosikova, 2013)

La carragenina es un poligalactano sulfatado con 15 a 40% de contenido de
éster sulfato y una masa molecular relativa media muy por encima de 100 kDa.
Esta formado por unidades alternas de D-galactosa y 3,6-anhidro-galactosa (3,6-
AG) unidas por a-1,3 y la vinculacién B-1,4-glicosidico. La carragenina se clasifica
en varios tipos, tales como A, K, 1, €, g todos con contenido de 22 a 35% de grupos

sulfato. Esta clasificacion se realiza en base a su solubilidad en cloruro de potasio.
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Las diferencias principales que influyen en las propiedades de tipo de carragenina
son el nimero y posicion de los grupos éster sulfato, asi como el contenido de 3,6-
AG. (Posadas et al., 2004)

2.19 EDEMA INDUCIDO

El edema de pata de rata inducido por carragenina es una prueba
ampliamente utilizada para determinar la actividad antiinflamatoria y constituye un
modelo animal simple y de rutina para la evaluacién de dolor en el sitio de la
inflamacién sin ninguna lesion o dafio a la pata inflamada. El edema de la pata se
ha utilizado ampliamente para probar nuevos medicamentos antiinflamatorios, asi
como para estudiar los mecanismos implicados en la inflamacién. (Posadas et al.,
2004)

El desarrollo de edema en la pata trasera de la rata después de la inyeccion
de carragenina se ha descrito como un evento en dos fases, en el que diversos
mediadores operan en secuencia para producir la respuesta inflamatoria. La
histamina, serotonina y bradiquinina son los primeros mediadores detectables en
la fase temprana de carragenina inducida inflamacion; diversas prostaglandinas
(PGs) estan involucrados en el aumento de la permeabilidad vascular y son
detectables en la fase tardia de la inflamacion. La inflamacién local y sistémica se
asocia con niveles mejorados de las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1 e IL-6
(Cuzzocrea et al. 1999). La fase inicial del edema, que no esta inhibida por
farmacos no esteroides antiinflamatorios (AINE) como la indometacina o aspirina,
se ha atribuido a la liberacion de histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) y
bradiquinina. La segunda fase de aceleraciéon de la inflamacion no sélo se ha
correlacionado con la produccién de prostaglandinas, pero mas recientemente se
ha atribuido a la induccion de la ciclooxigenasa inducible (COX-2) en la pata
trasera (Nantel et al. 1999). Asi mismo la carragenina también causa la
produccion y liberacion de oOxido nitrico en el sitio de la lesién. (Necas and
Bartosikova, 2013)
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2.20 MECANISMO DE ACCION DEL ACIDO SALICILICO

El acido salicilico inhibe irreversiblemente a las ciclooxigenasas COX-1 y
COX-2 por acetilacion covalente de un residuo de serina en la posicion 530 en la
COX-1 con inactivacion total de la actividad enzimatica y la posicion 516 en la
COX-2 (centro activo de la enzima) con pérdida parcial de la actividad de la
ciclooxigenasa (pero se mantiene la sintesis de 15-HETE (15-
hidroxieicosatetraenoico). (Cuéllar et al., 2008)

Este efecto inhibidor de la ciclooxigenasa es el que da lugar a los efectos
terapéuticos y reacciones adversas. (Posadas et al., 2004). El efecto
antitrombadtico: La COX-1 presente en las plaquetas produce el tromboxano A2
gue es un vasoconstrictor. La COX-1 es muy sensible y por eso se necesitan dosis
bajas de é&cido salicilico. Al inhibir la COX-1, se produce una disminucion de la
agregacion que aumenta la movilidad de fluidos y leucocitos que causan la

inflamacién, enrojecimiento y dolor.

3.20.1 EL EFECTO ANALGESICO
El acido salicilico disminuye el dolor porque disminuye la sintesis de

prostaglandinas. Es un efecto indirecto sobre el sistema nervioso central.

3.20.2 EFECTO ANTIPIRETICO
En el hipotalamo, se inhibe la sintesis de las prostaglandinas que produce
vasodilatacion periférica y sudoracion. La sustitucion en el grupo carboxilo o en el

hidroxilo modifica la potencia o la toxicidad del &cido salicilico.

2.21 CICLOOXIGENASAS

La ciclooxigenasa (COX) es la enzima clave en la sintesis de las
prostaglandinas, a través de la oxidacion del &cido araquidénico. Las
prostaglandinas realizan tanto funciones relacionadas con la homeostasis de
diversos organos como con el dolor, la inflamacién y el desarrollo de
neoplasias. En 1971, sir John Vane sugirid que el mecanismo mas importante de
accion de los medicamentos parecidos a la aspirina era la inhibicion de la

biosintesis de las prostaglandinas. Hoy sabemos que la aspirina y otros
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antiinflamatorios no esteroides interfieren con la acciéon de la COX (Vane and
Botting, 2003)

3.21.1 CICLOOXIGENASA-1 (COX-1)

La COX-1 desempefia un papel importante en la sintesis de los
prostanoides para propositos fisiolégicos y regula funciones como la proteccion
gastrointestinal, la homeostasis vascular, la hemodinamica renal y la funcién
plaquetaria. En la célula, generalmente la COX-1 se encuentra en el citoplasma o
cerca del reticulo endoplasmico. Aunque la COX-1 se expresa constitutivamente

en muchos tejidos, sus valores cambian durante el desarrollo.

3.21.2 CICLOOXIGENASA-2 (COX-2)

Se encuentra presente normalmente en la célula pero aparece rapidamente
tras la exposiciéon de la célula a agentes como lipopolisacaridos o citoquinas
proinflamatorias, y regula la produccién de los prostanoides que participan en la
inflamacion y en otros procesos no inflamatorios, tanto fisiolégicos como
patoldgicos, En la célula, la COX-2 se encuentra fundamentalmente en la region
perinuclear y en la membrana nuclear. Su aparicion en las células puede ser
estimulada o inducida en muchos tipos de ellas, incluidas las relacionadas con la
respuesta inflamatoria, también se expresa en diferentes tipos de neuronas y
participa en la transformacion cancerosa, en este caso a través de mecanismos de
resistencia a la muerte programada (apoptosis), En células murinas, cuando la
actividad de la COX-2 se bloquea, el acido araquidénico liberado por ciertos
estimulos no se puede convertir en prostaglandinas, aunque exista actividad de
COX-1 en la célula. (Cuéllar et al., 2008)

2.22 ACIDO SALICILICO

El acido salicilico es un beta-hidroxiacido con propiedades queratoliticas y
antimicrobianas, ampliamente empleado en dermatologia por su capacidad de
promover la descamacion epidérmica a través de la ruptura de los puentes
desmosOmicos intercelulares y evitar la contaminacion por bacterias y hongos
oportunistas, también algunos estudios afirman que actia como regulador de la

oleosidad de la piel y como antiinflamatorio potencial. (Cuéllar et al., 2008)
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Los farmacos (AINES) son un grupo de agentes de estructura quimica
diferente que tienen como efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas, a
través de la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa. (Cuéllar et al., 2008). Otros
estudios también afirman que el acido salicilico es un ingrediente activo de origen
natural y es eficaz en el tratamiento del acné debido a su efecto bactericida,
antiinflamatorio, y sus propiedades queratoliticas. También se ha demostrado que
el &cido salicilico tiene propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas. Cuando se
usa en combinacién con acido benzoico ha demostrado tener propiedades anti

fungicas. (Royal Society of Chemistry, 2015)
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CAPITULO Il

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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3.1 REACTIVOS Y MATERIALES

Aceite lubricante para motor

Acido Clorhidrico HCI

Acido salicilico (Sigma-Aldrich Inc.)

Agua destilada

Anhidrido metacrilico (Sigma-Aldrich Inc.)
Bifosfato de sodio (NaH,PO,)

Cloroformo RA A.C.S. Baker
Diclorometano

Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA)

Eter etilico (Sigma-Aldrich Inc.)
Formaldehido

Formol tamponado

Fosfato disodico (Na,HPO,)

Hidréxido de sodio (NaOH)

Membrana para dialisis, Spectra/Por MWCO: 15,000
Metanol (Sigma-Aldrich Inc.)

Pentobarbital sodico

Persulfato de amonio (APS)

Polietilenglicol metiléter metacrilato (PEGMAM)
Solucién salina 0.9% NacCl

Sulfato de Magnesio anhidro, 99% (MgSQO,)

Trietilamina (Sigma-Aldrich Inc.)



3.2EQUIPOS

Balanza analitica Denver Instrument M-200

Bomba de adicion, RAZEL, Model R-99

Dispersion de Luz Dinamica (DLS), Equipo ZetaSizer Nano-ZS series, de marca
Malvern Instruments, modelo ZEN3500 con laser verde de 532 nm, serie
MAC5000833

Espectrofotbmetro UV/Vis Beckman Coulter DU 520

Estufa de vacio WVR

Liofilizador, Labcono, Equipo Freeze Dry System/Freezone 4.5, cat. No. 7751000
Parrilla con agitacion magnética, VWR, Dyla-Dual

Potenciometro HANNA Modelo HI 2210

Ultracentrifuga, Beckman Coulter, Avanti-JE, modelo J-E, 208/240 v, 24 A, 60Hz
Maquina de hielo Igloo

Pletismometro digital PANLAB HA Harvard LE 7500

3.3GASES

Nitrégeno, grado ultra alta pureza (UHP), de INFRA S.A. de C.V.

3.4SINTESIS DE MONOMERO ACIDO METACRILOILOXI-O-BENZOICO
(MAOB)

La sintesis del monomero (MAOB) se realizO mediante un método
previamente reportado (Licea-Claverie, et al. 2003). En un matraz bola de 100 mL
se disolvi6 6.91 g de acido salicilico (50 mmol) y 0.49 g (4mmol) de 4-
dimetilaminopiridina (DMAP), en 8.42 mL de trietilamina y 20 mL de diclorometano.
La solucién se coloc6é en un bafio de hielo a 0 °C y se mantuvo con agitacion
constante, hasta disolver los reactivos solidos. Posteriormente, se agregd gota a
gota 7.50 g de anhidrido metacrilico (50 mmol), por un tiempo controlado de 3
horas, mediante el uso de una bomba de adicién. Se agit6 la solucién durante 24
horas a temperatura ambiente. La solucion se transfiri6 a un vaso de precipitado
de 250 mL y se acidifico hasta un pH=3.0, con HCL, manteniendo la mezcla a 0 °C
y con agitacion constante. El precipitado obtenido se extrajo con éter etilico,

utilizando un embudo de separacion de 250 mL; la fase organica se lavd con 20
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mL de una dilucion y 20 mL de agua destilada. La fase organica fue secada
utiizando MgSO4 anhidrido, se filtr6 a vacio y se dejé a cristalizar. El sélido
obtenido se lavé con 30 mL de agua a temperatura ambiente y 30 mL a 40 °C,
repitiendo tres veces de manera intercalada. El producto se purifico por

recristalizacion utilizando metanol.

3.5SINTESIS DE NANOGELES PEGMA: MAOB

Se utilizd un método de polimerizacion por emulsién sin detergente para
preparar los nanogeles de PEGMA/MAOB, variando diferentes concentraciones
del monémero MAOB y PEGMAM, utilizando DVA como entrecruzante. En todas
las reacciones de sintesis de nanogeles se utilizé6 un peso total de 0.50 gramos
entre el monémero y comondmero, y utilizando porcentaje (%) molar para el
entrecruzante y el iniciador. Todo en un volumen total de 50 mL de agua grado
miliQ.

El procedimiento general para la sintesis de los nanogeles PEGMA/MAOB, se
describe a continuacion:

El monémero MAOB, PEGMAM, vy el entrecruzante DVA se mezclaron en las
cantidades anteriormente mencionadas y se disolvio en 50 ml de agua destilada a
temperatura ambiente para formar un 1w/w solucién acuosa.

. Se elimind cualquier oxigeno disuelto en la mezcla mediante burbuje6é con
nitrogeno durante 30 minutos.

Después la mezcla de reaccién se calenté a 85° C en un bafio de temperatura de
aceite lubricante y se agit6 de manera constante durante 30 minutos.
Posteriormente se afiadid persulfato de amonio al sistema para actuar como un
iniciador térmico. Se dejo que la reaccion de polimerizacion continle durante 45
minutos.

Una vez terminados los 45 min de la reaccion de polimerizacion, se coloca la
solucion de nanogeles en un matraz Erlenmeyer en un bafio de hielo, para bajar la
temperatura de la reaccion. Posteriormente la solucién de nanogeles es sometida

al proceso de purificacion.
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EDGMA

llustracién 3. Sintesis de nanogeles PEGMA/MAOB

3.6 PURIFICACION DE NANOGELES POR ULTRAFILTRACION

Una vez sintetizadas los nanogeles, estos se filtraron con tubos pall de
filtracion con membrana de corte de peso molecular de 100 kd, a 3,500 RPM en
ultracentrifuga Beckman Coulter, Avanti-JE, modelo J-E. El precipitado se
descarta, y el producto concentrado en membrana, se agregaron 15 mL de la
muestra de Nanogel y 5 mL de agua desionizada formando una reaccion de 20 mL
esta fue centrifugada repitiendo este procedimiento de lavado durante 5 ocasiones

observando en el precipitado del tubo una solucion blanca de aspecto brilloso.

3.7LIOFILIZACION DE NANOGELES

Los nanogeles, se congelaron en viales y se colocaron en el equipo
liofilizador Labcono, Equipo Freeze Dry System/Freezone 4.5. El tiempo de
liofilizacion para las muestras fue de 48 horas. Mediante ésta técnica fue posible
determinar el porcentaje de rendimiento de los nanogeles. Las muestras después
de ser liofilizadas presentan un aspecto similar al algodon y se obtuvo muy poca
concentracién del mismo, asi como para la resuspencion se mira muy afectada la

muestra para recuperar sus caracteristicas fisicas y quimicas.

3.8 CARACTERIZACION DE NANOGELES PEGMAM / MAOB

El diametro hidrodinamico los de nanogeles purificados se determind mediante
DLS utilizando un Zetasizer Nano NS, equipado con un laser verde de 532 nm.
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Las muestras se diluyeron utilizando 10 ul de nanogeles y 990 ul de agua grado

miliQ. Determinando de esta forma el tamafio de las particulas sintetizadas

3.9 DETERMINACION DEL CONTENIDO ACIDO MEDIANTE TITULACION
ACIDO BASE

La determinacion del MAOB incorporado en los nanogeles, se realizd
mediante titulaciones &cido-base. Con la finalidad de cuantificar la cantidad de
acido incorporado en el ndcleo de los nanogeles, se utilizé el método de retro
titulacion acido-base. En donde se pesaron 50 mg del producto liofilizado de
nanogeles y se colocaron en 5 ml de agua miliQ, que se dejaron en agitacion
durante 12 horas. Una vez disuelto el material se alcanza el pH a 11.0, con NaOH
0.05 M valorado. Después, se agrega lentamente 25 ul de HCL 0.05 M valorado,
hasta llegar a pH 3.0.

3.10 EVALUACION FARMACOLOGICA

Para los estudios con animales se siguieron los procedimientos
experimentales de acuerdo con la legislacion aplicable sobre normas éticas para
investigaciones de dolor experimental en animales, segun lo marca la norma oficial
mexicana (NOM-062-Z00-1999). El protocolo del estudio animal fue aprobado por
el comité de Bioética de la Universidad Autbnoma de Baja California en la Facultad
de Medicina y Psicologia campus Otay Tijuana BC. Los animales se alojaron en
jaulas tipo rejilla con temperatura y luz controlada con agua y alimentacion
estandar. Los grupos estaban formados por al menos seis ratas para todos los
procedimientos experimentales. Cada animal se uso solo en un ensayo, y después
del experimento, se sacrificé con 100 ul de pentobarbital sédico para la toma de
muestra sanguinea y la toma de muestra de la zona de lesion para los estudios

histopatoldgicos.

3.11 DISENO EXPERIMENTAL

Se preparé la dilucidn de formalina al 1% en solucién salina (NaCl al 0.9%),
al igual que la carragenina 1% que también se suspendid en solucion salina, la

solucién de nanogeles se preparé en las condiciones descritas en el capitulo
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anterior todos los tratamientos fueron recién preparados antes de cada
experimento y administrado localmente en una concentraciéon de 1 mg/Kg de peso
de cada animal tratado el volumen de la formalina y carragenina fue de 50 pL

después de 24 horas de la aplicacion de los tratamientos.

En la prueba de formalina y carragenina, el farmaco de referencia utilizado
como control es acido salicilico y se utiliz6 a una concentracion de 1 mg/ml el

procedimiento se desarrollé6 como a continuacién se describe.

3.12 APLICACION DE CONTROLES Y TRATAMIENTOS

Se realizd la aplicacibn de tratamientos y controles bajo condiciones
controladas de temperatura, manteniendo una temperatura de 25°C se llevd a
cabo la administracion de los nanogeles PEGMA/MAOB y los controles tanto de
acido salicilico como de solucién salina fisiologica 0.9% los animales se colocaron
en jaulas tipo rejilla donde se mantuvieron con alimentacion controlada, se
pesaron en una balanza mecanica ohaus 730-00 y se distribuyeron en grupos de
tratamiento y controles, una vez conociendo el peso de cada rata se les aplicé via
intravenosa 1 miligramo del tratamiento por kilogramo de peso de los animales, la
administracion se hizo en la vena caudal y se dejaron los animales en condiciones
controladas para que de manera profilactica sea liberada la concentracién de los
farmacos administrados en las ratas estudiadas, asimismo a las 24 horas se
realizaron las pruebas de dolor con formalina 1% y el efecto antiinflamatorio con

carragenina 1%

e Seleccionar 24 ratas macho para el andlisis de la prueba de formalina 1%.

e Se dividieron en 3 grupos de trabajo de 8 ratas cada grupo identificados como
color rojo (grupo solucion salina); color verde (grupo acido salicilico); color azul
(grupo nanogeles)

e Las ratas se pesaron en una balanza mecénica tipo deslizante OAHUS triple
brazo, serie 730-00

e Los animales fueron sedados introduciéndolos en un vaso de precipitado de 1.0
litros el cual contiene algodén empapado en cloroformo.
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e Administrar los tratamientos en una dosis de 1 mg/kg de peso cada grupo de
ratas recibirdn sus respectivos tratamientos en la vena caudal.
e Dejar los 3 grupos en las mismas condiciones de alimentacion, luz, temperatura

durante 24 horas.

llustracion 4. Aplicacion de tratamientos experimentales

3.13 PRUEBA DE DOLOR INDUCIDO CON FORMALINA AL 1%

El dolor fue inducido por medio de la prueba de formalina en ratas como
anteriormente se describié. Los comportamientos nociceptivos se cuantificaron
como el numero de retrocesos o flexiones de la extremidad inyectada con 50 pL
de formalina 1% en el transcurso de 1 h se contabilizé el nimero de contracciones
de cada rata durante el primer minuto en intervalos de cada 5 minutos durante una
hora. En este procedimiento los animales fueron colocados en cilindros de PVC de
40 cm de alto por 20 cm de diametro con espejos bilaterales para la observacion
de los movimientos de la extremidad administrada en todos sus angulos, asimismo
las contracciones de las ratas fueron contabilizadas con un contador de mano H-
7350 traduciendo cada contraccion de la extremidad como una muestra de dolor
en la rata tratada, a continuacion se describe paso a paso el desarrollo de la
prueba de formalina:

e Los grupos de ratas que se mantienen en observacion son sometidos a la
prueba de formalina
e Inmovilizar la rata dejando libre Unicamente la extremidad inferior derecha
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e Utilizando una jeringa de insulina de 100 unidades inyectar 50 uL de formalina
1% formandose un habdn dérmico en la zona administrada

e Colocar la rata en el cilindro de evaluacion farmacolégica, donde sera
observada con espejos bilaterales para contabilizar todos sus movimientos

e Contabilizar el numero de contracciones de la extremidad administrada en la
rata durante el primer minuto.

e Contabilizar el primer minuto de intervalos de cada 5 minutos durante una

hora.

llustracion 5. Prueba de dolor inducido con formalina 1%

3.14 PRUEBA DEL EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA AL 1%

Las ratas recibieron una inyeccion subplantar de 50 yL de carragenina al
1% en la extremidad posterior derecha, el aumento del volumen de la pata se
midi6 mediante un método de desplazamiento de volumen utilizando un
pletismometro digital PANLAB HA Harvard LE 7500 inmediatamente antes de la
inyeccion de carragenina y luego a las 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24, 48 horas. El edema se
expresdé como el aumento del volumen en mililitros de la pata después de la
inyeccion de carragenina en relacion con la pata basal para cada animal. El

porcentaje del aumento de volumen se calcul6 de la siguiente manera:

x
)*100

a
%Vol antiinflamatorio — Vol inflamatorio = <1 - )
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Donde X'y 'a' son el volumen medio de la pata de las ratas en el grupo de prueba
antes y después de la inyeccion de carragenina, respectivamente, y "y" y "b" son
el volumen medio de la pata de la rata antes y después de la inyeccién de

carragenina en la pata basal usada como control, respectivamente.

e Los grupos de ratas que se mantienen en observacion son sometidos a la
prueba de inflamacion con carragenina 1%

e Preparar solucion salina 1% adicionada con una gota de tritén para el llenado
de los cilindros de lectura del pletismometro.

e Inmovilizar la rata dejando libre Unicamente la extremidad inferior derecha

e Medir el volumen de la extremidad izquierda o extremidad basal la cual servira
como referencia para comparacion de la extremidad tratada.

e Utilizando una jeringa de insulina de 100 unidades inyectar 50 uL de
carragenina 1% en la extremidad inferior derecha, formandose un habdn
dérmico

e Medir el volumen de aumento de la extremidad tratada a la hora 1, 2, 3, 4, 5, 6
24y 48 horas.

e Colocar la rata en la jaula tipo rejilla, donde permanecera durante las tomas de
lecturas en el pletismémetro

e Registrar los datos del pletismémetro.

llustracién 6. Prueba de inflamacién inducido con carragenina 1%
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3.15 TOMA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Una vez desarrolladas las pruebas de dolor y de inflamacion se procedié a
realizar la toma de muestras bioldégicas para esto se tomaron muestras
sanguineas por puncion cardiaca en tubos vacutainer morados adicionados con
EDTA para cuantificar mediadores inflamatorios por medio de la técnica molecular
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas) y muestras histoldgicas fijandose en formol tamponado para realizar
cortes histologicos de la zona de lesion donde se le fue inducido el dolor y la

inflamacion respectivamente.

e Los animales recibieron una inyeccién via intraperitoneal de 100 pL de
pentobarbital sédico

e Se mantienen en observacion durante 3 minutos, mientras son sacrificadas.

e Realizar la diseccién de la rata procediendo a la toma de muestra por puncién
cardiaca

e Puncionar el corazén con una jeringa de 5 ml

e Una vez canalizada la vena aorta la muestra sanguinea ingresar la aguja
acoplada a la jeringa con el bisel hacia arriba, moviendo la camara si es
necesario, para evitar formacién de coagulos que puedan interrumpir el flujo
vVenoso.

e Retraer el émbolo lentamente. Si fluye la sangre a través de aguja a la camara
de la jeringa, tomar la muestra de sangre. Caso contrario, retirar la aguja y
elegir otro sitio de puncion.

e Retirar la aguja.

e Pasar la muestra a un tubo vacutainer

e Tomar muestra de tejido de la zona de lesion.

e Limpiar el excedente de bello de la zona de lesion, usando un bisturi tipo
escalpelo

e Colocar el tejido en un tubo eppendorf con formalina tamponada.
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llustracién 7. Toma de muestra sanguinea por puncién cardiaca y toma de muestra histolégica.

3.16 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

3.16.1 Centrifugacion

Los tubos vacutainer con 3ml de muestra sanguinea fueron centrifugados en
una centrifuga clinica Thermo scientific centra CL2 a 3500 RPM durante 5 minutos
segun lo marca la NOM-062-ZO0-1999 para la correcta separacion de los
componentes celulares y acelulares, mismos que posteriormente se pasaron a un
tupo eppendeorf con una pipeta pasteur para almacenarlos a temperatura de -
30°C

3.16.2 Obtencion de la muestra histolégica:

Las muestras histolégicas fueron tomadas cuidadosamente del sitio de
lesion vy fijadas en formol tamponado al 10% se procesaron en un histoquinete
Thermo scientific Microm STP 120 pasando por 10 recipientes de solventes para
permitir el proceso de deshidratacion de la muestra, las cuales después de 10
horas de procesamiento se fijaron en bloques de parafina PARABATH de 3 X 2 cm
haciendo cortes histolégicos de 3 um en un micrétomo termo scientific HM 325
fijando los cortes en laminillas de cristal para concluir con una tincion de

Hematoxilina — Eosina.
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3.16.3 Fijacién:

Las muestras se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 ml fijadas en formol
tamponado al 10% para procesamiento histolégico y para mantener la integridad
de la muestra en el transporte y el tiempo de almacenamiento, asimismo, el formol
tamponado mantiene suspendido el metabolismo celular del tejido, impide la
degradacion celular y elimina los microorganismos patdgenos que se pueden

encontrar en el microambiente, tales como hongos, bacterias y virus.

3.16.4 Deshidratacion de la muestra

La deshidratacion es el proceso de extraccion de liquidos citoplasmaticos
en la célula se llevo a cabo en el histoquinete Thermo scientific Microm STP 120
manteniendo su forma y su estructura celular, en este procedimiento las muestras
se colocan en cassettes para procesamiento histologico M490 en el cual fueron
colocadas todas las muestras en el porta muestras del histoquinete Thermo

scientific Microm STP 120 de acuerdo al siguiente protocolo de procesamiento:

e 1 hora 70% de alcohol
e 1 hora 80% de alcohol
e 1 hora 95% de alcohol
e 1 hora 95% de alcohol
e 1 hora alcohol puro

e 1 hora xileno

e 1 hora xileno

e 1 hora xileno

e 90 minutos parafina

e 90 minutos parafina
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3.16.5Inclusion en parafina:

La inclusion de las muestras histolégicas se hizo en el equipo Tissue-Tek
auto TEC 5, donde las muestras se colocaron en un molde de acero Inoxidable
para Histologia Simport, manteniendo una temperatura controlada de la parafina
de 45°C se prepar6 el bloque de parafina llenando el molde con la muestra en el
porta cassette, se pasa por un proceso de enfriamiento y se mantiene refrigerado
el molde con la muestra durante 5 horas para permitir que el bloque despegue

facilmente del molde.

3.16.6 Corte histolégico en micrétomo:

Los blogues de parafina se colocaron en la base de corte del micrétomo
rotativo manual — RM2125 y se hicieron cortes histologicos de 3 pum, se pasaron a
un bafio con agua a 69°C y se pescO la muestra histologia para posteriormente
ponerse en un horno termo scientific LGO a 70°C para fijar correctamente la

muestra a la laminilla.

3.16.7 Tincion Eosina-Hematoxilina de muestras histologicas:

El proceso de tincién se llevé a cabo en un tren de tincién establecido para
el manejo de tintes en el laboratorio de histopatologia teniendo en cuenta de que
los tejidos animales son en su gran mayoria incoloros, excepto aquellos que
poseen algun tipo de pigmento, se realiz6 la tinciébn eosina — hematoxilina la cual

se desarrollé teniendo en cuenta el siguiente protocolo

Una vez teniendo el corte en la laminilla colocar la laminilla en 2 bafios de xileno
durante 10 minutos cada uno.

Hacer 3 bafos de alcohol puro de 15 inmersiones en cada recipiente.

Lavar durante 2 minutos con agua corriente.

Tenfir durante 5 minutos en hematoxilina

Diferenciar con una inmersién rapida en alcohol - &cido clorhidrico al 1%

Lavar durante 2 minutos en agua corriente con poca fuerza de agua.

Tefiir durante 1 minuto en eosina

Lavar durante 1 minuto en agua corriente y terminar con 5 bafos de alcohol

Finalizar con un bafio de xileno durante 30 segundos

52



llustracion 8. Esquema general del procesamiento histologico
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1SINTESIS DEL MONOMERO ACIDO METACRILOILOXI-O-BENZOICO
(MAOB)

El monémero MAOB se sintetiz6 de acuerdo a la técnica de sintesis
reportada por Claverie Licea et al, 2003, obteniéndose un soélido blanco del cual se
obtuvo un porcentaje de rendimiento del 58% la estructura quimica del monémero
MAOB, consiste en la union de &cido salicilico con el anhidrido metacrilato el cual
contiene grupos caracteristicos que aseguran la formacion del monémero, como lo

es el grupo éster, anillo aromatico y acido carboxilico.

L B
0" "0

COOH

llustraciéon 9. Monémero MAOB

4.2 SINTESIS DE NANOGELES PEGMAM/MAOB 80-20

Para la sintesis de nanogeles PEGMA-MAOB se tom6 como referencia la
concentracion que demostro el mejor efecto de liberacidon in vitro del trabajo de
sintesis de nanogeles de metacrilato de &cido salicilico: Estudio de la hidrolisis del
farmaco de Rodriguez et al 2016. Los nanogeles obtenidos en los experimentos,

se caracterizaron via DLS, obteniendo tamafios de particulas entre 180 y 190 nm.

O i Cj(o ENTRECRUZANTE
COOH
ch{ \/~’, O)k(/CHZ . e
n C;H3 H20/ EGDMA/ 85°C

Polietilenglicol Acido Metacrilolloxi-o-benzolico
Metiléter metacrilato (MAOB)

llustracién 10. Entrecruzamiento de nanogeles PEGMA/MAOB
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4.3CARACTERIZACION DE MONOMERO ACIDO METACRILOILOXI-O-
BENZOICO (MAOB)

MAOB

Transmitancia

Mimero de onda (cm-1)

llustracion 11. FTIR del MAOB

De acuerdo a la literatura reportada por (Claverie Licea et al, 2003) se
pueden apreciar las bandas caracteristicas del MAOB; a 3079 cm™ se observé
una banda correspondiente al estiramiento =C-H de la regidn aromatica del
monémero, a 1734 cm™ indicando la vibracién del estiramiento C=0 del carbonilo
del éster, a 1694 cm™ una banda relativa al estiramiento C=0O del carbonilo del
acido carboxilico, a 1606 cm™ se observa el estiramiento correspondiente a

H,C=C de la zona vinilica.
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4.4 BANDAS ELECTROSCOPICAS DE INFRAROJO PARA EL MONOMERO
MAOB.

Grupo Funcional FT-IR
(cm™)

=C-H (aromatico) 3079

C=0 (éster) 1734

C=0 (4cido) 1694

H,C=C 1606

C-0 1274y 1124

Orto di sustitucion 749

Tabla 1. Grupos funcionales del MAOB

4.5CARACTERIZACION DE NANOGELES PEGMA/MAOB

PEGMA/MAOB ENTRECRUZANTE INICIADOR Dh PDI
80:20 EGDMA 5% 220 0.195
80:20 EGDMA 5% 210 0.177
80:20 EGDMA 10% 182.9 0.051

Tabla 2. Caracterizacién del MAOB

Los nanogeles sintetizados por polimerizacion por emulsion sin detergente
fueron caracterizados mediante DLS obteniéndose tamafios de particulas de entre

182.9 y 220 nanometros, los resultados se pueden ver en la tabla.

4.6 PURIFICACION DE NANOGELES PEGMA/MAOB

La solucion de nanogeles se filtr6 con membrana de corte de peso molecular
de 100 kd, a 3,500 RPM en ultracentrifuga Beckman Coulter, Avanti-JE, modelo J-
E. El precipitado se descarta, se agregaron 15 mL de la muestra de Nanogel y 5
mL de agua desionizada formando una reaccién de 20 mL ésta fue centrifugada
repitiendo este procedimiento de lavado durante 5 ocasiones observando en el

precipitado del tubo una solucién blanca de aspecto brilloso.
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VOLUMEN VOLUMEN FINAL

% MOL INICIAL
EGDMA 15
EGDMA 15 10
EGDMA 15 10
Tabla 3. Purificacion de Nanogeles PEGMA/MAOB

4.7LIOFIILIZACION DE NANOGELES PEGMAM / MAOB

Los nanogeles purificados se congelaron a temperatura de -5°C para ser

liofilizados, una vez transcurridas las 48 horas en el proceso e liofilizacion se

obtuvo un material blanco esponjoso. A partir de este procedimiento, se logro

obtener el rendimiento de los nanogeles, el cual se puede observar en la siguiente

tabla

NANOGELES INICIADOR %

(%W/W) RENDIMIENTO
PEGMA/MAOB APS 28.07
PEGMA/MAOB APS 33.55
PEGMA/MAOB APS 25.03

Tabla 4. Liofilizacién de Nanogeles PEGMA/MAOB
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4.8PRUEBA DE DOLOR INDUCIDO CON FORMALINA 1% A LAS 24 HORAS

4.8.1 Grupo solucion salina

En el primer estudio de la prueba de dolor inducido con formalina al 1% se
trataron 24 ratas las cuales se dividieron en 3 grupos de 8 ratas cada uno, el
presente grafico representa las medidas de dolor para el grupo de ratas que se les
administré solucién salina y se les indujo dolor con formalina a las 24 horas,
registrando asi una cantidad de 1262 contracciones traducidas a muestras de
dolor producto de la formalina, mismas que el mayor numero de estas se
registraron en la lectura de 0 — 1 minuto de tiempo, es decir, en la primera lectura
con un registro de 214 contracciones, la menor muestra de dolor se manifesté en
la tercer lectura en el tiempo de 10 — 11 minutos, con registro de solamente 36
contracciones, asimismo, el animal que registra menos dolor en esta prueba es la
rata nimero 5 con un registro de 101 contracciones en el transcurso de toda la
prueba y un peso de 207 gramos, la rata que registra el mayor numero de
contracciones es la rata namero 1 con un registro de 207 contracciones y un peso

de 180 gramos.
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4.8.2 Grupo acido salicilico:

El presente grafico representa las medidas de dolor para el grupo de ratas
gue se les administré acido salicilico en una concentracion de 1 mg/ ml y se les
indujo dolor con formalina a las 24 horas, registrando asi una cantidad de 713
contracciones traducidas a muestras de dolor producto de la inyeccion con
formalina formalina 1%, donde el mayor nimero de contracciones se registraron
en el tiempo de 0 — 1 minuto de tiempo, es decir, en la primera lectura con un
registro de 120 contracciones, la menor muestra de dolor se manifesto en la tercer
lectura nuevamente en el tiempo de 10 — 11 minutos, con registro de 27
contracciones, asimismo, el animal que registra menos dolor en esta prueba es la
rata namero 4 y 5 con un registro de 59 contracciones ambas en el transcurso de
toda la prueba y un peso de 220 y 210 gramos respectivamente, la rata que
registra el mayor nimero de contracciones es la rata nimero 2 con un registro de

125 contracciones y un peso de 185 gramos.
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4.8.3 Grupo nanogeles PEGMA-MAOB 80/20:

El presente grafico representa las medidas de dolor para el grupo de ratas
gue se les administré6 nanogeles PEGM-MAOB en una concentracion de 1 mg/ ml
y se les indujo dolor con formalina a las 24 horas, registrando asi una cantidad de
298 contracciones traducidas a muestras de dolor producto de la inyeccion con
formalina formalina 1%, donde el mayor niumero de contracciones se registraron
en el tiempo del minuto 45 — 46 es decir, en la lectura nimero 10 con un registro
de 48 contracciones, la menor muestra de dolor se manifesto en la cuarta lectura
en el tiempo del minuto 15 — 16 con registro de 5 contracciones, asimismo, el
animal que registra menos dolor en esta prueba es la rata numero 5 con un
registro de 13 contracciones en el transcurso de toda la prueba y un peso de 210
gramos la rata que registra el mayor nimero de contracciones es la rata numero 6

con un registro de 62 contracciones y un peso de 217 gramos.
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4.9 PROMEDIOS PRUEBA DE DOLOR CON FORMALINA 1% A LAS 24
HORAS.

En el presente grafico se muestran los promedios por cada grupo de trabajo
en la prueba de dolor inducido con formalina donde se aprecia en general en toda
la prueba un claro incremento entre los dos controles tanto de &cido salicilico y
solucién salina fisiologica 0.9%, asimismo se logra establecer un punto en comun
entre el &cido salicilico y el grupo nanogeles en el tiempo numero 3 el grupo de
nanogeles permanece durante toda la prueba con un nimero menor de muestras
de dolor comparado con sus dos controles de referencia, marcados en color azul y

rojo.
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4.10 DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA PRUEBA DE DOLOR INDUCIDO
CON FORMALINA 1% n=24

® Grupo Solucidn Salina ® Grupo Acido salicilico = Grupo Nanogeles

En la presente grafica se puede apreciar como la distribucién de las
contracciones traducidas como muestras de dolor en ratas se mantienen con un
porcentaje del 56% en el grupo solucion salina, con un numero total de 1262
contracciones durante toda la prueba en los 8 animales estudiados, por
consiguiente el grupo &cido salicilico mantiene un porcentaje del 31% con 713
contracciones y finalmente el grupo de nanogeles PEGMA-MAOB Unicamente con

un 13% con 298 contracciones totales en los animales estudiados.
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4.11 PRUEBA DE DOLOR INDUCIDO CON FORMALINA 1% A LAS 48 HORAS:

4.11.1 Grupo solucion salina:

En el estudio de la prueba de dolor inducido con formalina al 1% y su
estudio de liberacion farmacoldgica a las 48 horas se trataron 24 ratas las cuales
se dividieron en grupos de 8 ratas cada uno, el presente grafico representa las
medidas de dolor para el grupo de ratas que se les administr6 solucién salina y se
les indujo dolor con formalina a las 48 horas, registrando asi una cantidad de 1512
contracciones traducidas a muestras de dolor producto de la formalina, mismas
qgue el mayor niumero de estas se registraron en el tiempo de 0 — 1 minuto de
tiempo, es decir, en la primera lectura con un registro de 172 contracciones, la
menor muestra de dolor se manifesto en la dltima lectura en el tiempo de 60 — 61
minutos, con registro de solamente 91 contracciones, asimismo, el animal que
registra menos dolor en esta prueba es la rata nimero 3 con solamente un registro
de 90 contracciones en el transcurso de toda la prueba y un peso de 261 gramos,
la rata que registra el mayor nimero de contracciones es la rata numero 4

acumulando la cantidad de 260 contracciones y un peso de 226 gramos.
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4.11.2 Grupo acido salicilico

En el estudio de la prueba de dolor inducido con formalina al 1% y su
estudio de liberacion farmacoldgica a las 48 horas se trataron 8 ratas para el grupo
que fue administrado con acido salicilico en una concentracién de 1mg/ml en el
presente grafico se representan las medidas de dolor para este grupo de ratas que
y se les indujo dolor con formalina a las 48 horas, registrando asi una cantidad de
1153 contracciones traducidas a muestras de dolor producto de la formalina,
mismas que el mayor numero de estas se registraron en el tiempo de 0 — 1 minuto
de tiempo, es decir, en la primera lectura con un registro de 123 contracciones, la
menor muestra de dolor se manifestdé en el tiempo de 25 — 26 minutos, con
registro de 71 contracciones, asimismo, el animal que registra menos dolor en esta
prueba es la rata numero 5 con solamente un registro de 80 contracciones en el
transcurso de toda la prueba y un peso de 161 gramos, la rata que registra el
mayor numero de contracciones es la rata numero 1 acumulando la cantidad de

200 contracciones y un peso de 146 gramos.
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4.11.3 Grupo Nanogeles PEGMA-MAOB 80/20

En el estudio de la prueba de dolor inducido con formalina al 1% y su
estudio de liberacion farmacoldgica a las 48 horas se trataron 8 ratas para el grupo
que fue administrado con nanogeles PEGMA-MAOB 80/20 en una concentracion
de 1mg/ml en el presente grafico se representan las medidas de dolor para este
grupo de ratas que se les indujo dolor con formalina a las 48 horas, registrando asi
una cantidad de 695 contracciones traducidas a muestras de dolor producto de la
formalina, de las cuales el mayor nimero de muestras de dolor se registraron en
el tiempo de 40 — 41 minutos, es decir, en la novena lectura con un registro de 83
contracciones, la menor muestra de dolor se manifesto en la segunda lectura en el
tiempo de 5 — 6 minutos, con registro de 32 contracciones, asimismo, el animal
gue registra menos dolor en esta prueba es la rata niumero 8 con un registro de 48
contracciones en el transcurso de toda la prueba y un peso de 170 gramos, la rata
que registra el mayor numero de contracciones es la rata numero 3 acumulando la

cantidad de 115 contracciones y un peso de 180 gramos.
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4.12 PROMEDIOS PRUEBA DE DOLOR CON FORMALINA 1% A LAS 48
HORAS

En el presente grafico se muestran los promedios por cada grupo de trabajo
en la prueba de dolor inducido con formalina y su efecto de liberacion
farmacoldgica a las 48 horas donde se aprecia en general en toda la prueba un
claro incremento entre los dos controles tanto de acido salicilico y solucion salina
fisiologica 0.9%, asimismo se logra establecer un punto donde hay un ligero

declive del grupo solucion salina.
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4.13 DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA PRUEBA DE DOLOR INDUCIDO
CON FORMALINA 1% n=24

® Grupo Solucidn Salina ® Grupo Acido Salicilico = Grupo Nanogeles

En la gréfica anterior se puede ver como la distribucion de las contracciones
traducidas como muestras de dolor en ratas se mantienen con un porcentaje del
45% en el grupo solucion salina, con un namero total de 1512 contracciones
durante toda la prueba en los 8 animales estudiados, por consiguiente el grupo
acido salicilico mantiene un porcentaje del 34% con 1153 contracciones y
finalmente el grupo de nanogeles PEGMA-MAOB con un 21% con 695
contracciones totales en los animales estudiados. Se puede ver un incremento en
el niumero de contracciones en el estudio a las 24 horas en relacion al grupo

nanogeles.
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4.14 PRUEBA DEL EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

4.14.1 Grupo solucion salina fisiologica 0.9%

La prueba de inflamacién inducido con carragenina es una prueba
ampliamente estudiada para evaluar el efecto de diversos medicamentes en fase
de estudio y su posible efecto antiinflamatorio. En este estudio se trabajé con tres
grupos; un control de solucién salina fisiolégica, control de acido salicilico y los
nanogeles PEGMA-MAOB 80/20 los animales se mantuvieron en observacion
durante 48 horas, tiempo en el cual se estuvo monitoreando su volumen
inflamatorio en el pletismometro, obteniéndose que el volumen total de aumento
durante toda la prueba en este grupo fue de 35.96 ml de los cuales el tiempo de
mayor aumento inflamatorio se registra en la sexta hora de evaluacién con el
punto méaximo de 6.65 ml de aumento inflamatorio en los 8 animales estudiados,
en este tiempo se registra un promedio de 0.83 ml de aumento en cada animal
estudiado, asimismo la rata que registra el menor volumen inflamatorio es la rata
identificada con el nimero 5 con un volumen general de aumento durante toda la

prueba de 3.75 ml
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4.14.2 Grupo acido salicilico 1 mg/ml

En el grupo administrado con acido salicilico a cada animal se le aplico
una concentracion de 1 mg/kg de peso de los animales, los cuales fueron
aplicados y a las 24 horas de liberacién farmacoldgica se realizé la prueba de
inflamacion con carragenina 1% donde se puede destacar un aumento de volumen
inflamatorio total de 54.4 ml donde el tiempo que presenta el volumen inflamatorio
mas alto es nuevamente la sexta hora manifestando un volumen de 8.41 ml y un
promedio de 1.92 ml de aumento de la pata inflamada en los 8 animales
estudiados, la rata que responde con una menor inflamacién es la rata nUmero 2

con un volumen de aumento de 5.95 ml y un peso de 207 gramos.
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4.14.3 Grupo Nanogeles PEGMA-MAOB 80/20 1 mg/kg

En el grupo administrado con nanogeles cada animal recibié una
inyeccion con una concentracion de 1 mg/kg de nanogeles segun peso de los
animales, los cuales fueron aplicados y a las 24 horas de liberacién farmacolégica
se realiz6 la prueba de inflamacién con carragenina 1% donde cada animal recibi6
una inyecciéon de 50 ul de carragenina se puede destacar un aumento de volumen
inflamatorio total de 13.56 ml donde el tiempo que presenta el volumen
inflamatorio mas alto es nuevamente la sexta hora manifestando un volumen de
2.80 ml y un volumen promedio de 1.47 ml de aumento de la pata inflamada en los
8 animales estudiados, la rata que responde con una menor inflamacion es la rata

namero 1 con un volumen de aumento de 0.18 ml y un peso de 225 gramos.
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4.15 PROMEDIOS DEL PORCENTAJE INFLAMATORIO POR TIEMPOS.

Finalmente se puede ver el porcentaje de inflamacion de los diferentes

grupos estudiados, en los tres grupos se alcanza el punto mas alto de inflamacion

en la sexta hora del estudio, aqui destaca el aumento de la pata en estudio del

grupo solucién salina ya que aumento en un 120.59% es decir, mas del doble en

comparacion con la pata basal de su mismo grupo, con un 69.40% y un 31.09% en

los grupos &cido salicilico y nanogeles respectivamente, posterior a esto se puede

ver cOmo es que disminuye el efecto inflamatorio en las 24 y 48 horas.
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100.00
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Porcentaje de inflamacién

20.00

0.00

=@==Grupo Acido Salicilico
==@==Grupo Solucion Salina

Grupo Nanogeles

1
28.40
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33.82
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4.16 DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL VOLUMEN INFLAMATORIO

Nanogeles
13.56
13%

Solucion salina
36.0
35%

Acido salicilico
54.44
52%

La grafica anterior representa el volumen de aumento total de cada grupo

en la prueba del edema inducido con carragenina 1% donde se puede destacar

el aumento del grupo solucién salina con 52% que representa la mayor cantidad

del volumen inflamatorio total de la prueba, seguido del acido salicilico con 35%

con 36 ml de aumento de volumen y finalmente el grupo nanogeles con un 13%

y un volumen final de 13.56 ml
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4.17 PRUEBA DEL EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1% EN
CONCENTRACION 0.50 Y 0.30%

4.17.1 Grupo Solucién Salina:

Para evaluar la concentracibn minima que presenta un efecto
antiinflamatorio se bajaron las dosis de los farmacos de referencia al 50 y 30 %
se disefid el experimento y se evaluaron dos grupos de tratamientos y sus
respectivos controles de prueba, se evalu6 nuevamente el efecto del grupo
control de solucién salina. Aqui se puede ver como en el tiempo 3, 4,y 5 se
alcanza el volumen de aumento maximo, particularmente en la hora 5 con un
volumen de aumento de 11.44 ml
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4.17.2 Grupo Acido Salicilico

Las ratas administradas con &cido salicilico recibieron una inyeccion
intravenosa de 1 mg/kg de peso, a las 24 horas de administrada se evalud el
efecto antiinflamatorio induciendo edema con carragenina 1% obteniéndose que el
mayor volumen de aumento inflamatorio se produce en la tercera hora de estudio
con un volumen 11.18 ml la rata que produce el menor volumen inflamatorio es la
rata 5 con 6.04 ml de aumento durante toda la prueba y la que registra el mayor
volumen es la rata 3 con 10.70 ml de volumen inflamatorio.
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0.00
Basal 1 2 3 4 5 6 24 48
Tiempo en horas

MRatal MRata2 MWRata3 MRata4 MWRata5 WRata6 MRata7

75



4.17.3 Grupo Nanogeles PEGMA-MAOB 50%

El grupo de nanogeles PEGMA-MAOB fue tratado con una inyeccion de
solucion de nanogeles al 50% aplicados via intravenosa el volumen de 1 mg/kg de
peso en la ratas las cuales a las 24 horas de administrada se evalu6 el efecto
antiinflamatorio induciendo edema con carragenina 1% obteniéndose que el mayor
volumen de aumento inflamatorio se produce en la sexta hora de estudio con un
volumen 6.55 ml. Asimismo, la rata que produce el menor volumen inflamatorio es
la rata 1 con 2.19 ml de aumento durante toda la prueba y la que registra el mayor
volumen es la rata 6 con 6.36 ml de volumen inflamatorio.
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4.17.4 Grupo Nanogeles PEGMA-MAOB 30%

El grupo de nanogeles PEGMA-MAOB fue tratado con una inyeccion de
solucion de nanogeles al 30% aplicados via intravenosa el volumen de 1 mg/kg de
peso en la ratas, las cuales a las 24 horas de administrada se evalud el efecto
antiinflamatorio induciendo edema con carragenina 1% obteniéndose un volumen
de aumento general en toda la prueba de 42.5 ml de los cuales el mayor volumen
de aumento inflamatorio se produce en la cuarta hora de estudio con un volumen
8.53 ml. Asimismo, la rata que produce el menor volumen inflamatorio es la rata 7
con 5.12 ml de aumento durante toda la prueba y la que registra el mayor volumen
es la rata 2 con 6.80 ml de volumen inflamatorio, los resultados se pueden ver en

la siguiente grafica.
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4.18 PORCENTAJE INFLAMATORIO DEL EDEMA INDUCIDO CON
CARRAGENINA 1%

180.00
160.00
140.00
120.00
100.00
80.00
60.00
40.00
20.00

0.00

PORCENTAJE INFLAMATORIO

-20.00 TIEMPO EN HORAS

-40.00
0 1 2 3 4 5 6 24 48

==@=—CONTROL SOLUCION SALINA 0.00 31.28 81.68 139.09 138.48 140.57 101.84 45.05 32.27
==@==CONTROL ACIDO SALICILICO 0.00 39.74 94.60 134.21 133.97 115.01 112.48 53.66 44.30

NANOGELES PEGMA-MAOB 50% 0.00 54.58 56.20 73.18 78.30 79.92 88.27 2736 20.35
=@==NANOGELES PEGMA-MAOB 30% 0.00 48.58 73.68 100.67 115.11 98.92 89.34 30.23 17.00

En la anterior grafica se encuentran los datos de los porcentajes de las
medias de cada grupo de animales estudiados y cada tiempo de muestra en los
cuales se puede ver el aumento significativo en el tiempo 5 en el grupo solucién
salina con un 140.57%, el porcentaje menor se encuentra en el grupo nanogeles al
30% con un porcentaje del 17.0% seguido de nanogeles a la concentracién de
50% con un 25.35%, sin embargo, estas dos Ultimas lecturas tanto a las 24 y 48
horas el efecto de la carragenina se encuentra fisiolégicamente disminuido debido

a gue su mayor efecto se encuentra entre las 3 y 5 horas de administrado.
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4.19 DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL VOLUMEN INFLAMATORIO

Nanogeles 0.30%,
42.5,22%

Solucion salina,
57.78, 29%

Nanogeles 0.50%,
35.48, 18%

Acido salicilico,
60.64, 31%

En esta grafica se pueden ver los valores de las medias de los cuatro

grupos de prueba y el porcentaje correspondiente a cada grupo, aqui se puede ver

como el grupo &cido salicilico se mantiene por encima del resto de los grupos con

un valor de 31%, asimismo, se puede ver como el grupo de los tratamientos de

nanogeles al 50% ocupan el menor porcentaje en la grafica con un valor de 18%.
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4.20 EVALUACION HISTOPATOLOGICA
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llustracién 12. Evaluacion histopatoldgica
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
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En el presente proyecto se logré evaluar las propiedades de los nanogeles
PEGMA / MAOB, se desarrollé un trabajo experimental para determinar el efecto
antiinflamatorio y antiedematogenico de los nanogeles frente a ratas wistar, se les
aplico dolor y se contrarresto el efecto nociceptivo mediante los nanogeles
estabilizados con PEGMA/MAOB, de igual forma se estimul6 un proceso
inflamatorio para determinar el efecto del nanogel frente a la respuesta
inflamatoria de los animales, para la realizacion de estos estudios se utilizaron 100
ratas wistar las cuales se mantuvieron en condiciones controladas de alimentacion

y temperatura.

El estudio se llevo a cabo frente a controles de solucién salina fisiolégica y
acido salicilico y se pudo determinar que en las pruebas de dolor los animales que
mayor efecto tuvieron al dolor fueron los que se trataron con solucion salina
fisiol6gica, seguidos de los que se trataron con acido salicilico y posteriormente los

tratados con la solucion de naogeles PEGM/MAOB.

Asimismo se evalud el efecto antiinflamatorio y los resultados fueron muy
similares, llegando a la conclusion de que los nanogeles PEGMA/MAOB tienen
mayor efecto antiinflamatorio que los controles de solucion salina fisiolégica vy
acido salicilico, en esta prueba se comprobé la efectividad de los nanogeles
cuantificando el volumen inflamatorio de la extremidad tratada y conociendo el
volumen de aumento de dicha extremidad comparada con la extremidad basal, la

cual no recibié ningan tratamiento.

En conclusion los nanogeles PEGMA/MAOB 80/20 demuestran mayor
efecto antiinflamatorio y antinociceptivo que los controles de solucion salina

fisiologica y &cido salicilico en ratas wistar.
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TABLAS DE DATOS PRUEBA DE FORMALINA 1% A LAS 24 HORAS

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 Promedio Desvest
0 36 45 25 14 23 22 25 24 26.8 9.5
15 14 15 10 14 11 13 8 12.5 2.6
10 7 7 4 4 0 1 7 6 4.5 2.8
15 23 21 8 2 2 6 10 8 10.0 7.9
20 18 8 23 23 1 1 6 22 12.8 9.8
25 6 7 19 5 13 18 10 17 11.9 5.7
30 15 6 23 9 9 22 11 17 14.0 6.3
35 21 13 17 13 7 11 5 10 12.1 5.2
40 21 7 16 18 12 18 6 10 13.5 5.6
45 8 6 14 18 6 11 7 7 9.6 4.4
50 8 9 11 14 7 7 8 10 9.3 2.4
55 15 11 25 10 2 2 5 19 111 8.2
60 14 5) 5 22 5 3 6 18 9.8 7.2

Peso 180.0 1950 181.0 2140 207.0 1955 2100 191.0
(9
Tabla 5. Prueba de dolor grupo solucién salina

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 Prome Desvest
dio

20 16 21 10 10 17 12 14 15.4 5.3
10 8 6 6 10 9 10 7.8 1.8
10 0 7 1 0 0 4 7 8 1.6 3.0
15 5 2 6 0 0 3 6 9 2.6 2.8
20 13 11 6 7 7 5 5 12 8.8 3.0
25 9 10 9 2 2 7 4 10 6.4 4.0
30 10 16 3 7 7 6 12 8 8.6 4.8
35 4 4 11 11 5 8 9 7.4 3.5
40 7 8 5 2 2 3 7 7 4.8 2.8
45 10 10 8 3 3 4 6 5 6.8 3.6
50 11 12 3 0 0 6 6 0 52 5.9
55 14 8 4 6 6 9 4 3 7.6 3.8
60 3 8 3 5 5 7 5 2 4.8 2.0

Peso(g) 205.0 1850 242.0 220.0 210.0 202.0 195.0 209.0
Tabla 6. Prueba de dolor grupo acido salicilico



R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 Promedio  Desvest

7 10 2 3 0 8 3 0 4.1 3.8

3 4 9 0 0 3 2 3 3.0 2.8
10 1 0 0 2 2 0 6 2 1.6 2.0
15 0 0 4 1 0 0 0 0 0.6 14
20 3 0 3 2 0 2 7 5 2.8 2.4
25 0 0 8 0 0 11 0 3 2.8 4.4
30 2 2 2 2 2 8 1 5 3.0 2.3
35 0 0 0 0 0 5 5 1.3 2.3
40 4 2 3 0 0 2 8 3.0 2.7
45 9 2 2 2 1 10 12 10 6.0 4.6
50 2 2 4 0 5 6 4 3 3.3 1.9
55 4 2 0 5 2 4 2 3.4 2.4
60 3 0 0 2 1 5 5 4 25 2.1

Peso 220.0 222.0 220.0 220.0 210.0 217.0 1825 230.

@ 0

Tabla 7. Prueba de dolor grupo Nanogeles PEGMA/MAOB

TABLAS DE DATOS PRUEBA DE FORMALINA 1% A LAS 48 HORAS

R1 R2 R4 R6 R7 R8 Promedio Desvest

25 14 28 27 31 10 13 24 7.4 6.1

23 17 4 24 10 12 13 12 4.0 4.3
10 18 10 5 22 9 16 23 2 4.5 2.7
15 10 12 2 16 1 22 25 18 7.3 6.0
20 23 11 4 9 15 20 18 13 4.8 3.7
25 9 12 7 15 14 22 21 19 8.3 3.5
30 11 13 17 13 11 19 19 15 8.0 3.8
35 13 14 7 20 5 25 20 12 6.0 3.3
40 10 30 0 29 12 27 26 0 10.4 1.8
45 17 27 1 33 6 15 15 14 6.5 3.6
50 9 20 2 15 6 21 21 6 7.9 4.7
55) 10 18 9 17 3 20 14 4 7.6 3.0
60 2 16 4 20 8 16 24 1 4.4 5.0

Peso 226.0 2340 2610 2260 2255 1755 1615  172.0
()
Tabla 8. Prueba de dolor grupo solucion salina 48 horas
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R1 R4 Promedio Desvest

12 15 33 12 13 5 9 24 15.4 9.0

16 8 13 10 10 10 15 8 11.3 3.1
10 27 12 5 13 5) 8 8 5 104 7.4
15 24 11 1 10 8 13 9 13 11.1 6.4
20 20 9 9 7 11 7 4 9.3 4.8
25 12 6 11 16 0 13 11 2 8.9 5.6
30 16 8 12 3 12 20 20 12.4 6.0
35 16 2 13 6 15 19 10 11.3 5.6
40 15 14 6 11 4 14 17 11 11.5 4.5
45 13 12 5 18 7 16 20 3 11.8 6.2
50 12 9 2 19 6 13 20 6 10.9 6.4
55 10 13 1 12 7 14 21 4 10.3 6.3
60 7 10 6 16 4 12 19 5 9.9 5.4

Peso (g) 146.0 171.5 167.0 164.0 161.0 195.5 174.0 167.0

Tabla 9. Prueba de dolor grupo acido salicilico 48 horas

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 Promedio Desvest

7 16 5 17 1 2 7.4 6.1

2 12 0 8 0 1 4.0 4.3
10 3 5 6 6 9 4 0 3 4.5 2.7
15 0 10 17 8 13 2 1 7.3 6.0
20 3 0 6 10 5 0 4.8 3.7
25 11 4 12 10 7 12 8 8.3 35
30 7 4 12 4 13 5 7 12 8.0 3.8
35 ® 3 13 2 6.0 3.3
40 13 12 9 12 11 9 10.4 1.8
45 6 15 6 5 5 3 6.5 3.6
50 5 13 7 16 10 4 5 3 7.9 4.7
55 9 9 8 11 2 4 9 9 7.6 3.0
60 0 7 10 13 2 3 0 0 4.4 5.0

Peso (g)  164.0 150.0 180.0 162.0 156.0 194.5 159.0 170.0
Tabla 10. Prueba de dolor grupo nanogeles PEGMA/MAOB
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VOLUMEN INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Rata Basal 1 2 3 4 5 6 24 48

1 1.09 1.29 1.37 1.64 1.81 1.8 1.94 1.71 1.81

2 1.03 1.31 1.47 1.66 1.87 1.65 1.95 1.46 1.61

3 1.22 1.40 1.82 1.78 2.05 1.99 2.13 1.62 1.78

4 1.28 1.79 1.41 2.23 1.69 2.26 2.51 1.84 1.73

5 1.40 1.83 1.72 1.80 1.83 1.92 2.04 1.98 1.85

6 1.24 1.63 1.86 1.92 2.03 1.75 1.99 1.63 151

7 1.10 1.36 1.64 1.72 2.04 1.86 1.91 1.51 1.39

8 1.23 1.63 1.35 1.98 1.67 1.81 1.76 1.51 1.87
Promedio 1.20 1.53 1.58 1.84 1.87 1.88 2.03 1.66 1.69

Tabla 11. Prueba de inflamacién grupo solucion salina

PORCENTAJE INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

1 2 3 4 5 6 24 48
1 7.61 13.87 50.57 36.81 50.16 61.84 42.65 50.99
2 9.28 22.21 56.00 38.89 38.06 62.67 21.79 34.31
3 16.37 51.41 71.01 48.49 66.01 77.69 35.14 48.49
4 49.32 17.21 40.98 86.44 88.53 109.80 53.49 44.32
5) 52.24 43.48 52.66 50.57 60.17 70.18 65.17 54.33
6 35.56 54.74 69.34 60.17 46.40 66.42 35.97 25.96
7 13.45 36.39 70.18 43.90 55.16 59.33 25.96 15.95
8 35.56 12.62 39.31 65.59 51.41 47.24 25.96 56.00
Promedio 28.40 33.82 56.76 53.56 56.99 69.40 38.27 41.29

Tabla 12. Porcentaje inflamatorio grupo solucién salina



VOLUMEN INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Tiempo (h)

Basal 1 2 3 4 B 6 24 48

1 0.75 1.49 1.89 1.60 1.73 1.735 1.83 1.99 2.04
2 0.78 1.56 1.43 1.41 1.59 1.7 1.58 1.47 1.45
3 0.97 1.53 1.76 1.74 2.03 2.12 2.27 1.92 1.93
4 0.91 1.31 1.50 1.40 1.91 1.99 2.04 1.69 1.67
5 0.82 1.52 1.61 1.76 1.96 1.855 1.92 1.58 1.8
6 0.97 1.60 1.79 1.80 1.9 1.93 1.94 1.71 1.76
7 0.85 1.50 1.41 1.43 1.83 1.82 1.89 155 1.66
8 0.92 1.30 1.59 1.615 1.77 1.815 19 1.66 1.73
Promedio 0.87 1.48 1.62 1.59 1.84 1.87 1.92 1.70 1.76

Tabla 13. Prueba de inflamacién grupo acido salicilico
PORCENTAJE INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Tiempo (horas)

Rata 1 2 3 4 5 6 24 48
1 71.02 116.93 83.64 98.57 99.14 110.04 128.41 134.15
2 79.05 64.13 61.84 82.50 95.12 81.35 68.72 66.43
3 75.61 102.01 99.71 133.00 143.33 160.55 120.37 121.52
4 49.78 72.17 60.69 118.65 128.98 134.15 93.97 91.68
5 73.89 84.79 101.43 124.96 112.91 120.37 81.35 106.60
6 83.07 105.45 106.60 117.50 121.52 122.67 96.27 102.01
7 72.74 61.84 64.71 109.47 109.47 117.50 77.91 90.53

8 49.21 82.50 85.37 102.58 108.32 118.08 90.53 98.57
Promedio 69.30 86.23 83.00 110.90 114.85 120.59 94.69 101.43

Tabla 14. Porcentaje inflamatorio grupo &cido salicilico



VOLUMEN INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

o N o o b~ W N P

Promedio

Basal
1.12
1.07
1.03
1.31
1.12
1.14
1.06
1.14
1.12

1
1.20
1.13
1.26
1.17
1.18
1.32

1.175
1.205
1.20

Tiempo (horas)

2
1.36
1.13
1.29
1.21
1.29
1.42
1.275
1.19
1.27

3
1.48
1.50
1.36
1.67
1.32
1.53
1.41
1.34
1.45

4
1.29
1.53
1.45
1.87
1.69
1.42
1.28
1.5
1.50

5
1.33
13
1.39
1.23
1.44
1.39
1.43
1.66
1.40

6
1.33
1.41
1.34
1.03
1.48
1.63
1.43
1.33
1.38

24
1.41
1.24
1.34

1.16
131
1.4
1.2
1.26

Tabla 15. Prueba de inflamacién grupo Nanogeles PEGMA/MAOB

48
1.11
1.13
1.21
1.09
1.17
1.27
1.17
1.2
1.17

PORCENTAJE INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Rata
1

2
3
4
5
6
7

8

Promedio

6.79
0.56
11.68
4.12
5.01
17.02
4.56
7.23
7.12

2
20.58
0.56
14.35
7.68
14.79
26.36
13.46
5.90
12.96

Tiempo (horas)

3
31.70
33.04
21.02
49.05
17.46
35.71
25.47
19.24
29.09

4
14.79
36.15
28.59
49.05
50.39
26.36
13.46
33.48
31.54

18.35
15.68
19.69
66.41
28.59
24.14
27.25
47.72
30.98

18.80
25.47
19.24
9.45
31.70
45.49
27.25
18.80
24.53

24
25.47
10.34
19.24
-11.01

3.23
16.57
24.58

6.79
11.90

48
-0.78
10.34

8.12
-3.00
4.12
13.01
4.12
6.79
5.34

Tabla 16. Porcentaje inflamatorio grupo nanogeles PEGMA/MAOB

88



VOLUMEN INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Rata Basal 1 2 3 4 5 6 24 48

1 1.14 1.35 1.84 224 256 2.63 2.35 1.43 1.36

2 1.17 1.52 1.94 2.58 2.86 2.26 2.25 1.23 1.26

8 1.31 1.74 221 3.15 3.16 3.26 2.92 1.9 1.77

4 1.11 1.64 2.27 3.05 2.71 3.02 2.16 1.96 1.79

5 1.14 1.39 2.23 2.99 2.72 2.81 2 1.72 1.47

6 1.13 1.58 2.25 2.55 2.82 2.8 2.45 1.93 1.67

7 1.13 1.46 2.04 289 2.57 2.79 229 1.63 1.44
Promedio 1.16 1.53 2.11 2.78 2.77 2.80 2.35 1.69 1.54

Tabla 17. Prueba de inflamacién grupo solucién salina

PORCENTAJE INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

e

Rata 1 2 3 4 5 6 24 48
1 16.16 58.33 92.75 120.28 126.31 102.21 23.05 17.03
2 30.79 66.93 122.00 146.10 94.47 93.61 5.84 8.42
3 49.72 90.17 171.05 171.91 180.52 151.26 63.49 52.30
4 41.12 95.33 162.45 133.19 159.86 85.86 68.65 54.03
5 19.61 91.89 157.28 134.05 141.79 72.10 48.00 26.49
6 35.96 93.61 119.42 142.66 140.93 110.82 66.07 43.70
7 25.63 75.54 148.68 121.14 140.07 97.05 40.26 23.91

Promedio 31.28 81.68 139.09 138.48 140.57 101.84 45.05 32.27

Tabla 18. Porcentaje inflamatorio grupo solucién salina



VOLUMEN INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Tiempo (h)

Rata Basal 1 2 3 4 5 6 24 48

1 1.14 1.62 2.20 3.26 3.14 2.28 2.76 1.9 1.8

2 1.27 1.66 2.16 2.46 2.7 2.66 2.7 1.9 1.74

3 1.20 1.84 2.72 3.37 3.31 2.82 2.7 1.82 1.72

4 1.26 1.83 241 2.88 3.08 2.84 2.65 1.96 1.86

5 0.99 1.28 1.71 2.02 1.99 1.96 1.84 1.94 1.22

6 1.23 1.83 2.76 3.19 2.83 2.62 2.69 1.89 1.84

7 1.24 1.58 2.25 2.33 2.44 2.73 2.36 1.39 1.84
Promedio 1.19 1.66 2.32 2.79 2.78 2.56 2.53 1.83 1.72

Tabla 19. Prueba de inflamacién grupo acido salicilico
PORCENTAJE INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Tiempo (horas)

Rata 1 2 3 4 5 6 24 48
1 36.13 84.87 173.95 163.87 91.60 131.93 59.66 51.26
2 39.50 81.51 106.72 126.89 123.53 126.89 59.66 46.22
3 54.62 128.57 183.19 178.15 136.97 126.89 52.94 44.54
4 53.78 102.52 142.02 158.82 138.66 122.69 64.71 56.30
5 7.56 43.70 69.75 67.23 64.71 54.62 63.03 2.52
6 53.78 131.93 168.07 137.82 120.17 126.05 58.82 54.62
7 32.77 89.08 95.80 105.04 129.41 98.32 16.81 54.62

Promedio 39.74 94.60 134.21 133.97 115.01 112.48 53.66 44.30

Tabla 20. Porcentaje inflamatorio grupo acido salicilico



VOLUMEN INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Tiempo (horas)

Rata Basal 1 2 3 4 5 6 24 48
1 1.07 1.26 1.26 1.41 1.53 1.49 1.53 1.14 1.13
2 1.00 1.73 1.75 2.03 1.69 1.99 1.88 1.18 1.16
3 1.10 1.57 1.78 1.90 2.05 2.11 2.36 1.65 1.55
4 1.11 1.72 1.64 1.88 1.79 1.89 1.97 1.28 1.19
5 1.07 1.62 1.72 1.92 1.83 1.8 1.91 1.24 1.15
6 1.03 1.82 1.77 1.86 2.06 2 2.22 1.45 1.42
7 1.04 1.75 1.67 1.85 2.28 2.07 2.1 1.51 1.33
Promedio 1.06 1.64 1.66 1.84 1.89 1.91 2.00 1.35 1.28

Tabla 21. Prueba de inflamacién grupo Nanogeles PEGMA/MAOB 50%

PORCENTAJE INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Tiempo (horas)

Rata 1 2 S 4 5 6 24 48
1 18.87 18.87 33.02 44.34 40.57 44.34 7.55 6.60
2 63.21 65.09 91.51 59.43 87.74 77.36 11.32 9.43
3 48.11 67.92 79.25 93.40 99.06 122.64 55.66 46.23
4 62.26 54.72 77.36 68.87 78.30 85.85 20.75 12.26
5 52.83 62.26 81.13 72.64 69.81 80.19 16.98 8.49
6 71.70 66.98 75.47 94.34 88.68 109.43 36.79 33.96
7 65.09 57.55 74.53 115.09 95.28 98.11 42.45 25.47
Promedio 54.58 56.20 73.18 78.30 79.92 88.27 27.36 20.35

Tabla 22. Porcentaje inflamatorio grupo Nanogeles PEGMA/MAOB 50%



VOLUMEN INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Tiempo (horas)

Rata Basal 1 2 3 4 5 6 24 48

1 1.03 1.49 1.92 2.15 1.94 1.93 1.89 1.3 1.23

2 1.02 1.41 1.82 2.38 2.29 2.36 2.01 1.42 1.27

3 1.06 1.66 1.9 2.17 2.35 2.22 2.06 1.43 1.29

4 1.15 1.73 1.93 211 2.51 1.94 2.13 1.46 1.24

5 1.07 1.49 1.8 2.15 2.58 2.29 1.67 1.46 1.23

6 1.02 1.75 1.85 2.02 2.23 2.06 2.14 1.27 1.25

7 1.06 1.48 1.65 1.89 2.04 1.94 2.13 1.31 1.16
Promedio 1.0586 1.573 1.839 2.124 2.28 2.106 2.004 1.379 1.2386

Tabla 23. Prueba de inflamacién grupo Nanogeles PEGMA/MAOB 30%

PORCENTAJE INFLAMATORIO EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA 1%

Tiempo (horas)

Rata 1 2 3 4 5 6 24 48

1 40.756 81.377 103.1 83.266 82.321 78.543 22.807 16.194

2 33.198 71.93 124.83 116.33 122.94 89.879 34.143 19.973

3 56.815 79.487 104.99 122 109.72 94.602 35.088 21.862

4 63.428 82.321 99.325 137.11 83.266 101.21 37.922 17.139

5 40.756 70.04 103.1 143.72 116.33 57.76 37.922 16.194

6 65.317 74.764 90.823 110.66 94.602 102.16 19.973 18.084

7 39.811 55.87 78.543 92.713 83.266 101.21 23.752 9.5816
Promedio 48.58 73.68 100.67 115.11 98.92 89.34 30.23 17.00

Tabla 24. Porcentaje inflamatorio grupo Nanogeles PEGMA/MAOB 30%
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