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CAPITULO |
INTRODUCCION



[.I. ANTECEDENTES

La nanomedicina aplicada 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 nanomedicina estudia interacciones a la nano-escala y para ello utiliza
dispositivos, sistemas y tecnologias que incluyen nanoestructuras capaces de
interactuar a escala molecular y que se interconectan a nivel micro para
interaccionar en el nivel celular.!?

La nanomedicina agrupa tres areas principales: el nano-diagndstico, la
liberacion controlada de farmacos (nano-terapia) y la medicina regenerativa.

Los mecanismos de accibn de los medicamentos utilizados
convencionalmente muestran, entre algunas de sus dificultades generales, la
imposibilidad para trasladar a los principios activos de forma directa a regiones
especificas del organismo. La distribucion sistémica de los farmacos provoca
reacciones adversas y toxicidad asociada a los mismos.? Para evitar estos efectos
no deseados es necesario desarrollar sistemas de liberacion los cuales deben
cumplir con ciertas caracteristicas, como lo son, la baja toxicidad, propiedades
Optimas para el transporte y liberacion del farmaco y una larga vida media en el
organismo. 3

La liberacion de farmacos cargados en microgeles/nanogeles puede realizarse
por difusidn, degradacién de microgel/nanogel o desplazamiento por iones

presentes en el medio ambiente.*®



El uso de microgel y nanogel como dispositivos de administracion de

medicamentos brinda algunas oportunidades en comparacion con otros sistemas:

e El tamafio de particula influye en la capacidad de penetracion de los tejidos
por vias para-celulares o transcelulares; Los nanogeles pueden llegar incluso
a los vasos capilares mas pequefios.

e La liberacién controlada en el area objetivo-desencadenada por estimulos
ambientales localizados, en lugar de la administracion sistémica del agente
activo, puede mejorar la eficiencia terapéutica y reducir los efectos adversos

fuera del objetivo.

Anteriormente se han sintetizado nanogeles de N-isopropilacrilamida (NIPAAmM)
y el monémero basico metacrilato de N,N-dietilaminoetilo por una reaccion de
polimerizacion por emulsién sin detergente, usando como entrecruzante metacrilato
de poli(etilenglicol) metil éter (PEGMAM). Rios A. et al. (2019), sintetizaron
nanogeles de NIPAAm con indicadores cationicos y anionicos, donde obtuvieron
tamafos de particulas de 50 nm a 200 nm, con una distribucién de particula
uniforme y un indice de polidispercion (PDI) no mayor 0.2. Realizaron estudios de
toxicidad utilizaron como modelo in vivo C. elegans donde evaluaron la toxicidad de
los nanogeles sintetizados midiendo el tamafio, volumen, esperanza de vida,
fertilidad de los nematos y, marcando con un monémero fluorescente, validaron que
los nanogeles eran consumidos y distribuidos por todo el aparato digestivo de C.

elegan®. Este articulo nos aporta informaciéon importante para comprender el



comportamiento de las nanoparticulas que se pretenden sintetizar con

caracteristicas similares y comprender su comportamiento y toxicidad.

Por otra parte, Jie Shen y colaboradores, desarrollaron un método de
polimerizacidn en emulsion sin tensoactivo a una bajo una baja concentracion del
iniciador azo-bis-(diclorhidrato de 2-metilpropionamidina) (AIBA), encontrando que
la conversion del mondémero fue limitada. Al aumentar la concentraciéon de iniciador
concentracion la conversion del mondmero aumento por encima del 99%, y el
tamano de particula disminuy®é.

Las particulas de latex con un tamafo uniforman se obtuvieron al fijar la
relacion molar en 1:2, mientras que las de diferente tamano se observan en una
relacion molar inferior o superior. La protonacion de los grupos aminos en las
moléculas de DMAEM es crucial en la polimerizacidn. La polimerizacion se realizé
bien con alta conversion del mondmero y distribucién del tamano de particula en
una proporcion 1% AIBA; 5% DEAEM; 1:2 HCI/DEAEM. *

Los sistemas termosensibles han mostrado gran versatilidad debido al
preciso control sobre la respuesta del sistema a los cambios térmicos. Por ejemplo,
Serrano-Medina A. et al. (2009), sintetizaron e investigaron las propiedades de
nano/micro geles de copolimeros nucleo-coraza sensibles a pH y temperatura,
utilizando NIPAAm para el nucleo reticulado y PEGMAM para estabilizar la cubierta.
Se obtuvieron como resultado particulas mono-dispersas. con diametros
hidrodindmicos promedio que varian de 40 a 880 nm, determinados por medio de
dispersién de luz dindmica (DLS) en agua a 25 °C, dependiendo de las proporciones

utilizadas de los monémeros al realizar la sintesis. Se estudié la influencia de



PEGMAM y se estudio el contenido de &cido metacriloiloxi-o-benzoico (2MBA) en la
transicion de tamafo y temperatura a diferentes valores de pH. Se observo que la
concentracion de PEGMAM tiene una gran influencia en el tamafio y la densidad de

los micro y nanogeles sintetizados.?

En otros estudios Bernardi A. et al., compararon los efectos del tratamiento
de nanocapsulas cargadas con indometacina (IndOH-NC) e indometacina libre
(IndOH) en modelos de rata con edema agudo y cronico. Se adaptaron distintos
esquemas de tratamiento. En el esquema profilactico, los animales fueron
pretratados con grupos de INndOH-NC e IndOH en solucién (solucién de carbonato
de calcio al 3%) antes de la inyeccion de carragenina (1mg/kg, i.p.). En el esquema
terapéutico los animales recibieron IndOH-NC o IndOH (1mg/kg, i.p.), después de
la inyeccion de carragenina. Los grupos control recibieron nanocépsulas
descargadas y la solucion del vehiculo (carbonato de calcio al 3%) (1mg/kg, i.p.).
Examinaron los efectos de los tratamientos y los resultados demostraron que la
administracion profilactica de IndOH o IndOH-NC (1 mg-kg-1, ip, antes de la
carragenina) inhibié marcadamente el edema inducido por la carragenina, cuando
se compard con los respectivos grupos control, con una inhibicion del 61,4%. y 63
3% respectivamente. Ademas, el edema provocado por la inyeccién de carragenina
en la pata de la rata se redujo significativamente con la administracion terapéutica
de IndOH o IndOH-NC (1 mg-kg-1, ip) administrada después de la carragenina, con
una inhibicion del 31,11 % y del 44,7 % respectivamente. La comparacion de la
inhibicion observada para IndOH e IndOH-NC no revel6 ninguna diferencia

significativa en el efecto de las formulaciones probadas.® Este articulo nos aporta



informacion importante para nuestro estudio ya que nos permite comprender el
comportamiento de los farmacos antiinflamatorios como la indometacina, la cual es
relevante para este estudio ya que se pretende realizar cargados de nanogeles con

el mismo farmaco y verificar su eficacia comparada con un grupo control.

Una caracteristica indispensable en las nanoparticulas con aplicacion
farmacéutica es que sean biocompatibles, esto se puede lograr si las nanoparticulas
contienen cadenas de polietilenglicol (PEG) en su superficie.l® Manzanares-
Guevara et al., prepararon nanogeles cationicos PEGilados a base de poli(N,N-
dietilaminoetilmetacrilato) (PDEAEM) variando las proporciones de PDEAEM a
polietilenglicol (PEG), dando como resultado nanogeles de diferentes cargas
superficiales. Obtuvieron nanogeles con contenido variable de DEAEM (15-45 wt.
%), con tamafios entre 120 y 150 nm (diametro hidrodinamico, Dh), todos con carga
superficial positiva (Potencial Zeta positivo). Probaron la citotoxicidad de los
nanogeles en linea celular de fibroblastos de raton (L-929). La viabilidad celular la
evaluaron mediante ensayos de proliferaciéon celular MTS. De los nanogeles
estudiados, N1 y N2 resultaron ser citotoxicos para L-929, ya que la viabilidad
celular se redujo a valores en torno al 12%. Mientras que los nanogeles que
contenian 100% y 45% de PDEAEM (N1 y N2) redujeron la viabilidad celular, los
nanogeles que contenian 20 % y 15 % de PDEAEM (N3 y N4) no redujeron la

viabilidad celular en absoluto.!?



.2 JUSTIFICACION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crénica autoinmune de larga
duracion, ElI Congreso del Colegio Mexicano de Reumatologia, reporté una
prevalencia del 1.6% dentro de la poblacién, lo que coloc6é a México dentro de los
paises con alto porcentaje en AR. Actualmente, la terapia clinica para la AR incluye
principalmente medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Los AINE se
usan para aliviar el dolor y la inflamacion de la AR. El uso cronico y en dosis altas
de AINE puede provocar efectos secundarios graves. La necesidad de una terapia
segura, eficaz y con menos efectos secundarios contra enfermedades musculo-
esqueléticas al ser enfermedades con tratamientos prolongados y en la mayoria de
los casos con estrecho margen terapéutico, nos impulsa a la busqueda de terapias
en las cuales se aproveche al maximo la utilidad de farmacos antineoplasico y
farmacos antinflamatorios (no-esteroidales y corticosteroides), que puedan
garantizar mayor seguridad con menos efectos colaterales, llegando a los sitios de
dafio y con menores afectaciones a el tejido sano.

Existen investigaciones sobre la sintesis de nanomateriales a base de
polimeros sensibles a la temperatura, pH y otros estimulos ambientales; estos con
el fin de aplicarlos como sistemas de liberacion de farmacos que sean utiles para el
desarrollo de vehiculos farmaceéuticos. La sintesis de nanogeles puede ser una
alternativa para ser utilizados como vehiculos acarreadores de farmacos ya que por
sus capacidades para penetrar tejidos tumorales y/o inflamados por el fendmeno de

EPR (el fenbmeno de permeacion y retencion incrementada), con la adecuada



seleccion de polimeros y una formulacion 6ptima, pueden llegar a el tejido dafiado
minimizando la distribucidon sistémica y por lo tanto disminuyendo los efectos

adversos.

.3 HIPO TESIS

Las nanoparticulas de poliméricas de NIPAAm y DEAEM pegiladas, pueden
ser cargadas con el farmaco antiinflamatorios indometacina, y liberar el farmaco de
manera especifica en tejido inflamado, reduciendo los efectos adversos del

medicamento.

|.4 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nanogeles de 2-(dietilamino)etil metacrilato (DEAEM) y NIPAAmM
mediante polimerizacion en emulsion sin detergente, sensibles a la temperatura y al

pH, para la liberacion sitio especifica de indometacina en articulaciones de rata.

1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Sintetizar metacrilato de fluoresceina (nombre del nombre del método de
sintesis).

2. Caracterizar el metacrilato de fluoresceina mediante de FTIR y RMN.



10.

Sintetizar nanogeles de 2-(dietilamino)etil metacrilato (DEAEM) y NIPAAm,
entrecruzados con DVA y/o EDGMA mediante polimerizacién en emulsion sin
detergente. Sintetizar un lote marcado con fluoresceina.

Caracterizar los nanogeles sintetizados en su diametro hidrodinamico mediante
dispersion de luz dinamica (DLS), microscopia de escaneo de transmision
electronica (STEM) y potencial Zeta.

Evaluar la respuesta de los nanogeles sintetizados al pH y a la temperatura a
través de (DLS),

Evaluar la estabilidad de los nanogeles al proceso de liofilizacion y
reconstitucion.

Realizar el cargado de indometacina a los nanogeles sintetizados para
cuantificar su eficiencia de carga por el método de equilibrio.

Determinar la cinética de liberacion mediante ensayos in vitro, para determinar
el tiempo de liberacion del farmaco.

Evaluar la citotoxicidad de los nanogeles sintetizados, por medio de ensayos de
viabilidad celular.

Estudiar el efecto antiinflamatorio de los nanogeles cargados con indometacina
en ratas Wistar con el modelo de la inflamacion y el dolor; asi como determinar
la concentracion minima efectiva de los nanogeles en respuesta a la

inflamacion.
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I. ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide (AR), se caracteriza por una inflamacién sistémica y
autoinmune, con inflamacion sinovial, produccibn de autoanticuerpos Yy
estrechamiento del espacio articular.'? Muchas citocinas proinflamatorias y
mediadores liberados por estas células inflamatorias también provocan una
destruccion tisular grave y dafios inflamatorios secundarios en la AR, y la
consiguiente destruccion de cartilago y hueso. La enfermedad tiene una prevalencia

del 190.1314

La artritis reumatoide es una enfermedad cronica de larga duracion. La artritis
reumatoide causa inflamacién afectando principalmente las articulaciones, lo que
origina; dolor, hinchazén, rigidez, pérdida de funciones.®

Aungue la etiologia de la AR aun no se comprende de todo, basado en los
principios fundamentales de la inmunologia y la asociacién con el complejo principal
de histocompatibilidad de clase Il, multiples estudios han demostrado que las T
CD4+ son de gran importancia para impulsar la actividad de la enfermedad, las
células B y los macréfagos que invaden la membrana sinovial articular son la causa
del dafio articular y del cartilago'®. Muchas citocinas proinflamatorias y mediadores
liberados por estas células inflamatorias también provocan una destruccion tisular
grave y dafios inflamatorios secundarios en la AR.’

Las células que infiltran la membrana sinovial reumatoide son ~30% de células
T. Las células T reumatoides se encuentran activadas y son capaces de inducir
interleucina 1 (IL-1), TNF-a y metaloproteinas. Estas células pueden persistir en las

articulaciones debido a una apoptosis defectuosa.® Ademas, la estimulacién de las
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células inflamatorias para liberar especies reactivas de oxigeno (ROS) en el liquido
sinovial tiene lugar ante la sobreproduccion de citoquinas, cuya relevancia se
enfatiza en la medida en que sirve como intermediario del dafio tisular.*®

En 5 regiones de México con una muestra de 19,213 individuos, se encontrd
que alrededor del 14% de la poblacion de estudio padecia de alguna enfermedad
reumatica. Dentro de éstas, la AR tuvo una prevalencia de 1.6% dentro de la
poblacion de estudio. EI Congreso del Colegio Mexicano de Reumatologia, report6
una prevalencia del 1.6% dentro de la poblacién lo que coloc6é a México dentro de
los paises con alto porcentaje en Artritis Reumatoide.?°

La Secretaria de Salud no lleva a cabo ningun programa o iniciativa para el
control de las enfermedades reuméaticas. Su accion se limita a garantizar el acceso
a su tratamiento. Las Enfermedades Reumatoides afectan a aproximadamente 10
millones de personas en México, siendo la Artritis Reumatoide y la Osteoartritis las

dos mas comunes, afectan a 1 y 8 millones de personas respectivamente .20 )

2,690 con entermedo

Imagen I. Estudio de campo en México de enfermedades reuméticas.
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Il.I1.I Procesos Inflamatorios

La inflamacion es un proceso complejo e inespecifico, que se caracteriza por
modificaciones locales y coordinadas de los vasos sanguineos y el tejido conectivo;
que consiste en la regeneracién de las células parenquimatosas dafiadas. Se

caracteriza clinicamente por calor, rubor, tumor, dolor y pérdida de funcién.?!

La inflamacién es una respuesta provocada por el cuerpo cuya principal tarea
es la de restauracion de tejido y juega un papel importante en la patogénesis de
varias enfermedades como asma, artritis reumatoide, enfermedades

neurodegenerativas, enfermedad inflamatoria intestinal, pancreatitis y cancer.??

Margem
+ Dispedese

3 | :..:':', /\|‘
. X 4

1
o %% 2
SUSIANCIES pactaras. O Ouimiotaxis
4

Mastocitos Neutrafilos iflamatonas Fagocitosis

Imagen Il. Proceso inflamatorio.
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La inflamacién es un proceso propio del tejido conectivo vascularizado y en ella
participan el plasma y las células circulantes y residentes del tejido conectivo. Los

elementos principales que participan en este proceso son:?3

e Los mediadores de la inflamacion.

e Vasos sanguineos.

e Y varios tipos de células:

v" Granulocitos, monocito-macréfagos, plaquetas, células endoteliales y
fibroblastos, estos ultimos con un importante rol en la inflamacion crénica

Los mediadores de la inflamacion pueden ser de origen plasmatico o celular.

Entre los mediadores de origen plasmatico estan:?42°

El sistema de complemento.

e El sistema de coagulacion, que termina con la produccion de trombina.

e El sistema fibrinolitico, que produce fibrinopéptidos.

e El sistema de quininas, que genera bradiguinina, el plasma.

e Células circulantes (neutréfilos, monocitos, eosindfilos, baséfilos y linfocitos).

e Los vasos sanguineos.

e Los constituyentes celulares (mastocitos, fibroblastos y macréfagos)

e Y extracelulares (colageno, elastina, glicoproteinas de adhesién como la
fibronectina, laminina, colageno no fibrilar, tenascina, y proteoglicanos) del
tejido conjuntivo.

El tumor se produce por el edema y acumulo de células inmunes, mientras que el
dolor es producido por la actuacion de determinados mediadores sobre las

terminaciones nerviosas del dolor. 26
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La respuesta inflamatoria (RI) est4 estrechamente relacionada con el proceso
de reparacion. La RI es util para destruir, atenuar o mantener localizado al agente
lesivo, y simultdneamente inicia una serie de acontecimientos que pueden

determinar la cura o reconstruccion del tejido lesionado.?’

l.LIl. FASES DE LA INFLAMACION

4[ Cinco etapas de la inflamacion ]7

1. Liberacidén de 2.Efecto de los
mediadores mediadores
v v v
4. Regulacion del 5. Llegada de moléculas 5. Reparacion
proceso inflamatorio y células inmunes al

foco inflamatorio

“La inflamacién no es una enfermedad, sino una respuesta inespecifica que
produce un efecto saludable en el organismo en que tiene lugar”. 28

Las proteinas de fase aguda, como la PCR y las citocinas, se elevan
notablemente en relacion con la infeccion y la inflamacion. Durante este proceso,
se produce acidosis local debido a la infiltracion masiva de neutréfilos y
macréfagos.?®
La cascada inflamatoria generalmente se estimula en respuesta a agresiones

extracelulares como una invasion microbiana, corte, herida, exposicion a
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contaminantes 0 agresiones intracelulares como células dafadas.?®
Las respuestas inflamatorias se montan debido a la interaccion entre las respuestas
inmunitarias innatas y adaptativas, donde la inmunidad innata proporciona la
primera linea de defensa y desencadena una respuesta inmunitaria adaptativa,
mientras que las respuestas inmunitarias adaptativas dependen de las respuestas
inmunitarias innatas para los leucocitos y los mediadores inflamatorios.*° La
inflamacion siempre va acompafiada de cambios en la vascularidad del tejido y
alteracion de la permeabilidad.3!

e Los mastocitos liberan factores quimiotacticos como factor activador de
plaguetas, leucotrienos B4, histaminas y factores quimiotacticos de
neutroéfilos para dirigir el movimiento de leucocitos y proteinas séricas desde
el torrente sanguineo hasta el sitio extravascular del tejido dafiado.

Los leucocitos se adhieren a la superficie endotelial, se arrastran y migran
fuera de la vascularidad.
La inflamacién siempre va acompafiada de cambios en la vasculatura del tejido y

alteracion de la permeabilidad. 3?

[.IANTIINFLAMATORIOS

Existe una gran cantidad de evidencia sobre el uso de medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) con respecto a la eficacia analgésica y el

perfil de seguridad. ©
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Més de 30 medicamentos antiinflamatorios no esteroideos disponibles en la
actualidad comprenden la clase de medicamentos mas utilizada. Los AINEs
representan uno de los grupos farmacoldgicos mas consumidos en el mundo. que
comparten acciones terapéuticas para el control en diverso grado del dolor, la

inflamacion y la fiebre. (19

El uso generalizado de los AINE es un reflejo de su eficacia antiinflamatoria
y analgésica bien establecida en una variedad de condiciones de dolor agudo y

cronico. 33

En la imagen X se representan los farmacos utilizados en el primer Peldafio
de la Escalera Analgésica de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el que
cada uno de los tres escalones representa el proceso de seleccién de un farmaco

especifico para un tipo de dolor determinado en funcién de la intensidad de este.3

3° ESCALON

opioides
potentes clasicos
+ no opioides

2" ESCALON

1" ESCALON opioides débiles
+ no opioides

no oploides

Imagen lll. Escala analgésica de la OMS.
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Muchas guias recomendaban los AINE como terapias de primera linea para
diversas afecciones, como la artritis gotosa aguda, la osteoartritis (OA)8 y la

migrafia.s®

La principal preocupacidon que limita su uso es el desarrollo de
complicaciones gastrointestinales graves como Ulceras sangrantes.®® El bien
documentado el beneficio clinico de los AINE puede verse afectado por el riesgo de
enfermedades gastrointestinales (Gl), cardiovasculares (CV), efectos secundarios
renales y hepaticos, que estan asociados con altas dosis de estos agentes 0 su uso
prolongado.3’ Debido a preocupaciones de seguridad, la Administracién de Drogas
y Alimentos de EE. UU. emiti6 una recomendacion de que los AINE deben usarse
en "la dosis efectiva mas baja durante el menor tiempo posible de acuerdo con los

objetivos de tratamiento de pacientes individuales". 38

La actividad antiinflamatoria de los AINE se logra a través de la inhibicion
reversible (o en el caso de la aspirina, irreversible) de las enzimas ciclooxigenasa
(COX) COX-1y COX-2, reduciendo la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos
mediadores de la inflamacién.3°

Dado que los efectos analgésicos y antiinflamatorios de los AINE estan
mediados por la inhibicién de la COX-2 y sus efectos secundarios gastrointestinales
principalmente por la inhibicién de la COX-1, los AINE que inhiben selectivamente
la COX-2 podrian reducir el riesgo de toxicidad gastrointestinal en comparacion con

otros AINE.40
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I.1Il. NANOMEDICINA Y NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

La nanotecnologia se define como el «desarrollo de ciencia y tecnologia a
niveles atdmicos y moleculares, en la escala de aproximadamente 1-100 nm, para
obtener una comprension fundamental de fenémenos y materiales en dicha escala
nanometrica y para crear y usar estructuras, dispositivos y sistemas que tengan
nuevas propiedades y funciones debido a su tamafio.’

La ciencia de los nanobiosistemas es una de las aéreas mas desafiantes y es
un componente de la nanotecnologia de mas rapido crecimiento, es esencial para
comprender los sistemas biologicos y para desarrollar nuevas herramientas para la
medicina, tales como la sintesis de nuevos principios activos y su liberaciéon sitio
especifica, medicina regenerativa, etc.*!

La nano biomedicina es un area que aplica los principios y técnicas de la nano
escala para entender y transformar materiales inertes y biosistemas para propositos
meédicos, tales como, la sintesis de un principio activo, disefio de dispositivos para
liberacion controlada de farmacos, entender los procesos neurolégicos, remplazar
un érgano, etc. La integracion de la nanotecnologia con la biomedicina, la biologia,
con informacién tecnolégica y la ciencia cognitiva, se espera que se acelere a un
mas.*?

El nano-diagnéstico consiste en el desarrollo de sistemas de andlisis y de
imagen para detectar una enfermedad o un mal funcionamiento celular en los
estadios mas tempranos posibles tanto in vivo como in vitro.** La nano-terapia
pretende dirigir nanosistemas activos que contengan elementos de reconocimiento

para actuar o transportar y liberar medicamentos exclusivamente en las células o
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zonas afectadas, a fin de conseguir un tratamiento mas efectivo, minimizando los
efectos secundarios.? La medicina regenerativa tiene como objetivo reparar o
reemplazar tejidos y érganos dafiados aplicando herramientas nanotecnolégicas. 4

La importancia de la nanotecnologia farmacéutica para la terapia con farmacos
reside en la posibilidad de suministrar tanto farmacos de bajo peso molecular, asi
como macromoléculas como los péptidos, proteinas y genes, de manera localizada
o dirigida, hacia un cierto tejido de interés. La nanotecnologia farmacéutica se
enfoca al desarrollo de formulaciones de agentes terapéuticos en nano-complejos
biocompatibles entre los que se cuentan las nanoparticulas, las nano-cdpsulas, los
sistemas micelares, los dendrimeros.44

Las nanoparticulas pueden imitar o alterar procesos bioldgicos por lo que su
uso en la medicina podria dar solucidon a viejos problemas asociados con la
solubilidad, biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos de

los medicamentos de uso tradicional.*®

1.V NANOTECNOLOGIA EN EL SUMINISTRO DE FARMACOS

Los micro y nanosistemas sintetizados a partir de materiales organicos e
inorganicos han adquirido gran interés en aplicaciones biomédicas; tales como
disefios de biosensores y sintesis de acarreadores o dispositivos de liberacion de
farmacos sitio especificos, etc.*®

En el disefio y formulacion de sistemas de liberacion, los parametros clave, son
el tamafio del dispositivo, método de cargado, estabilidad del farmaco, parametros

de degradacién de la matriz y la cinética de liberacién del farmaco.4’
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Los nanosistemas, tienen ventajas como la facil penetracion en los tejidos a
través de capilares y membranas celulares, facilidad para ser captados por las
células, demostrando alta eficacia terapéutica en el sitio diana, y sosteniendo el
efecto en el sitio especifico por largo periodo de tiempo.*®
El objetivo més importante para las liberaciones controladas de farmacos; es ofrecer
la maxima efectividad terapéutica, mientras disminuyen los efectos secundarios del
farmaco.*?

El uso de nanoparticulas parece representa una herramienta terapéutica
atractiva para el suministro de farmacos antiinflamatorios a tipos de células
especificas.

En particular, se han disefiado nanoparticulas “pegiladas” que responden al
pH, para aplicaciones biomédicas, tomando en cuenta que los tumores, la piel, y los
endosomas/lisosomas presentan un pH mas acido comparado con el tejido normal

(pH 7.4).1

[I.IV.I Nanogeles termo-responsivos

El término “nanogel” define a las dispersiones acuosas de particulas a base
de hidrogeles formadas fisica o quimicamente por redes de entrecruzantes
poliméricos, en la escala nanométrica.>°

Los nanogeles ofrecen ventajas como sistemas poliméricos de liberacién de
farmacos: Un tamafo ajustable de nandmetros a micrémetros, una gran superficie
para bioconjugaciéon polivalente, y una red interior para la incorporacién de las
biomoléculas y farmacos (Figura 1).5%
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Grupo amino
Sencibilidad al pH

Coraza de PEG /

Estabilidad coloidal

Figura |I. Nanogel con coraza de PEG Copolimerizado con grupos amino sensibles al pH

La liberacion del farmaco puede ser promovida en respuesta a alguno de los
factores que se encuentran incrementados en los tumores y tejidos inflamados, tales
como una temperatura incrementada y un menor pH que los tejidos normales, o0 una
concentracion elevada de especies reactivas de oxigeno (ROS).3%:52
Especificamente, los NGs inteligentes pueden responder a estimulos ambientales
ya sea externos o internos como la temperatura, pH o luz, facilitando asi la liberacion

controlada de farmacos en el destino deseado.”>3

I.V. POLIMERIZACION

Un mondémero es cualquier sustancia susceptible para polimerizar. La
polimerizaciéon es una reacciéon quimica que da lugar a un polimero.>* Se pueden
encontrar varios tipos de polimeros, uno de los cuales es el homopolimero.>! Este
homopolimero es una macromolécula constituida por un solo tipo de unidades
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quimicas, pequefas y simples (denominadas mondémeros), las cuales estan
conectadas por enlaces covalentes.” Si en el polimero existe mas de un tipo de
unidad repetitiva, entonces a esta macromolécula se le denomina copolimero,
estas unidades también se encuentran unidas por enlaces covalentes.%®

La palabra polimero procede del griego y significa literalmente «muchas
partes». En Ciencia y Tecnologia se considera material polimérico a aquél que
contiene muchas unidades enlazadas entre si quimicamente.>®

Son sustancias de elevado peso molecular, desde miles a millones de
gramos, y estan constituidas por unidades idénticas de un compuesto sencillo
(monémero); el cual se repite a lo largo de la cadena.* Existen polimeros de origen
natural o biopolimeros como, por ejemplo: proteinas, celulosa, caucho, almidon,
etc., y polimeros sintéticos. >’

El disefio y la preparacion de hidrogeles tienen gran interés en ingenieria
biomédica, aplicaciones farmacéuticas en la liberacién de farmacos y en las ciencias
de biomateriales, ya que presentan estructuras quimicas en tres dimensiones,
excelentes propiedades mecéanicas, alto contenido de agua y una alta
biocompaiblidad.>8

Existen varias estrategias sintéticas para la preparacién de los nanogeles,
en las cuales se incluyen los métodos fotolitograficos, micro molde, modificacién de
biopolimeros, polimerizacion heterogénea por radicales libres y la polimerizacion

radicalizada controlada.>®
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I.VI. TIPOS DE POLIMERIZACION

Polimerizacion heterogénea por radicales libres

El proceso de polimerizacion heterogénea (formacion de particulas) es un
sistema de dos fases en el cual el monémero y/o el polimero forman una fina
dispersion en un liquido inmiscible y el iniciador de la polimerizacion puede
ser soluble en el mondmero (fase dispersa) o en el medio de polimerizacion
(fase continua).

Polimerizacion en suspension

En el método de polimerizacién en suspension, el iniciador es soluble en el
monomero y estos son insolubles en el medio de polimerizacién. La relacion
de volumen entre la fase dispersa y la fase continua se mantiene en 0.1-0.5,
pero en principio puede ser tan alta como la unidad o incluso mas. En este
método, la fase dispersa es suspendida en el medio en forma de pequefias
gotas (microgotas) por medio de un agitador y un agente estabilizador. La
polimerizacién se inicia a temperaturas entre 20 y 100°C, completandose la
reaccion al 100%.

Polimerizacién en dispersion

La polimerizacion en dispersion es una técnica que permite la preparacion de
particulas en la escala micrométrica y con distribuciones angostas de
tamafios. Para la reaccion de polimerizacion en dispersion se incluyen
ingredientes como el mondmero y el iniciador solubles en la fase continda

compuesta por solventes organicos.
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Polimerizacion en emulsion

En una polimerizaciébn en emulsioén, el mondmero es insoluble en la fase
continua, pero ocurre la emulsificacion por medio de un tensoactivo o
detergente. El iniciador es soluble en el medio, pero no en la fase dispersa,
bajo estas condiciones, el monémero esta presente parcialmente en la
mezcla en forma de gotas de aproximadamente de 1 a 10um de longitud,
aungue un porcentaje pequefio del monomero se disuelve también en el
medio; y parcialmente en forma de micelas cubiertas de detergente (ca.50-
100 A°) dependiendo la concentracion del emulsificante. La relacion de
volumen entre las fases, por lo general es 0.1-0.5 y la polimerizacion se lleva
de 40 a 80°C. La mezcla para la polimerizacién en fase inicial de la emulsién

se representa en la Figura 2.
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o= Mondémero M= Micelas que contienen monémeros
S= Micelas de detergernite Macroradicales en crecimiento
N= Nducleo polimérico L= Latex en crecimiento

Figura ll. Esquema de la primera fase de la polimerizacién en emulsién.

Polimerizacién en emulsion sin detergente

La polimerizacién en emulsién sin detergente es una polimerizacion en
emulsién, pero sin utilizar tensoactivos. Se piensa que el método se
desarrolla en cuatro etapas (Figura 3): durante de la primera etapa, el medio

de polimerizacion es acuoso, donde uno de los mondémeros es soluble en el
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medio y el otro monémero es hidrofobico, el cual forma la fase dispersa; en
la segunda etapa, el monomero hidrofébico es primeramente polimerizado,
posteriormente comienzan a crecer cadenas de segmentos hidrofobicos
dependiendo del radio de reactividad entre el monémero hidrofébico y el
mondmero hidrofilico en el medio acuoso. En la tercera etapa, los radicales
del polimero son naturalmente estabilizados por la formacion de micelas de
autoensamblaje en agua, después del crecimiento del peso molecular debido
a la selectividad y miscibilidad, donde las cadenas hidrofébicas activadas son
recogidas en el nucleo y las cadenas hidrofébicas emanan del nucleo. En la
ultima fase, la polimerizacién procede dentro del nucleo de las micelas. Por
lo tanto, se puede obtener microesferas poliméricas con tamafos de
distribucion desde los 100 nm hasta 1um.* En la polimerizacién en emulsion
sin detergente, la estabilidad de las microgotas de monémero, dependen de
la absorcion de las moléculas del iniciador (incluyendo los iones) o del

mondémero hidrofilico
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Figura lll. Esquema de la polimerizacién en emulsién sin detergente.

VI.  Polimerizacién nucleo-coraza

La formacién de particulas nacleo-coraza por polimerizacion heterogénea es
superficialmente similar a la polimerizacién en emulsion. Para la formacién de la
coraza alrededor de un nucleo, por polimerizacién directa, se deben tomar

estrictamente las siguientes condiciones de polimerizacion:

1) Las particulas del nacleo no deben hincharse en el monémero;

2) La coraza de las particulas debe formarse o precipitarse en la superficie del
nucleo;

3) Los segmentos del nucleo y de la coraza no deben difundirse unos con otros

(deben ser inmiscibles).
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Una estructura ndcleo-coraza ideal puede obtenerse por unir cadenas de
polimero preformadas en la superficie del nicleo. EI proceso de formacién nucleo-
coraza es complicado, y depende de los detalles exactos de las condiciones
experimentales, tales como la difusion del mondémero en las semillas y la

miscibilidad de los dos polimeros. 4350

I.VI. . POLIMEROS SENSIBLE A ESTIMULOS

Los polimeros estan encontrando cada vez mayores aplicaciones en el area de
los biomateriales. Los polimeros se pueden aplicar, por ejemplo, en protesis, en
ingenieria de tejidos, area farmacéutica y médica. El uso de polimeros e hidrogeles
gue sean sensibles, por ejemplo, a cambios térmicos o de pH del medio en que se
encuentran es de particular interés, debido a que esta propiedad permite el disefio
de materiales, los cuales pueden responder a un cambio en las condiciones
medioambientales mediante un cambio abrupto de sus propiedades
fisicoquimicas.®°

Los polimeros sensibles a estimulos son sistemas poliméricos que modifican
sus propiedades en respuesta a pequefios cambios en su entorno. Los mas
importantes desde un punto de vista biomédico son aquellos sensibles a la
temperatura y/o al pH. Los sensibles a la temperatura, como los derivados de N-
isopropilacrilamida-NIPAAmM.6! Se caracterizan por presentar un particular balance
hidrofilico-hidrofébico en su estructura. Pequefios cambios cercanos a la

temperatura critica provocan el colapso o0 expansion de las cadenas
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macromoleculares en respuesta a reajustes de las interacciones hidrofilicas e
hidrofébicas en medios acuosos.*8 Por su parte los sensibles al pH se caracterizan
por tener grupos ionizables en su estructura -tanto acidos como basicos de caracter
débil-, que en el proceso de ionizacion pasan de sistemas ovillados a cadenas
extendidas como respuesta a las repulsiones generadas por las cargas, aniones o

cationes.°

I.VI.Il POLIMEROS INTELIGENTES

Los polimeros inteligentes son aquellos que responden a cambios en una
propiedad a pequefios estimulos fisicos o quimicos. Estos polimeros pueden estar
en varias formas, tales como en solucion, en superficies 0 como solidos. Existen
diversos estimulos que pueden ser aplicados: temperatura, pH, iones, campo
eléctrico, disolventes, entre otros.5?

Un polimero es una gran molécula constituida por la repeticion de pequefias
unidades quimicas simples llamadas mondémeros. En algunos casos la repeticion es

lineal, de forma semejante a como una cadena la forma sus eslabones.®3

Etileno Polietilenc

Imagen IV. Ejemplo de un monémero siendo polimerizado para convertirse
en un polimero

30



I1.VII. ADMINISTRACION DE FARMACOS

En la nanotecnologia, la nano-farmacia se podria definir como el uso de la
nanotecnologia para la prevencion, diagndstico y tratamiento de enfermedades y
heridas, asi como para mejorar la salud y funcionamiento del organismo humano y
de otros seres vivientes. Las aplicaciones de la nano-farmacia incluirian el
descubrimiento de nuevos agentes farmacéuticos, el desarrollo de sistemas de
liberacién de farmacos con localizacién o direccionamiento especifico.64

Una de las aplicaciones de la nano-farmacia o nanotecnologia farmacéutica que
mas promete es la encapsulacion de farmacos para dar direccidon o localizacion al
sistema de suministro de farmacos.%4¢%
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Imagen V. Administraciéon de farmacos dirigida especificamente.

[I.VII.I CARGADO DE NANOGELES CON FARMACOS Y BIOMOLECULAS

Existen diferentes estrategias para la incorporacion de farmacos y agentes

bioldgicos dentro de los nanogeles; una de las propiedades mas importantes para

31



este fin, es el hinchamiento de los nanogeles. Por otra parte, se han estudiado
diversos métodos para el cargado; por atrapamiento fisico, conjugacién covalente y
autoensamblaje controlado.®®

En el método por atrapamiento fisico la sustancia activa se pone en contacto
con el mondmero y con el entrecruzante antes de la sintesis del gel, de manera que
a medida que se forma la red, el farmaco queda atrapado en los poros de la misma.
Esta técnica requiere que el tamafio del poro sea menor que el farmaco para evitar

que se salga del gel.”3

I.VIIl. SISTEMAS DE LIBERACION

La velocidad de liberacién del farmaco depende, en cada caso especifico, de la
solubilidad del farmaco, su desorcion si esta unido a la superficie del portador, de la
velocidad de hinchamiento de la matriz por el penetrante acuoso y de la velocidad
de difusién del farmaco ocluido en una matriz hinchada y de la velocidad de
degradacion de la matriz si esta es degradable Por lo tanto, la solubilidad, la difusién
y la biodegradacion de las particulas de la matriz o su velocidad de hinchamiento

con agua rigen el proceso de liberacion.2°46
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I.VIIL.I PRINCIPIOS DE LA LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS EN
NANOGELES.

El control de los farmacos administrados en el cuerpo humano, mejor la eficacia
de la terapia médica y permite nuevos tratamientos farmacolégicos. Se han logrado
patrones bien definidos de liberacién sostenida de farmacos, los cuales mantienen
niveles del farmaco en el cuerpo humano sin inducir efectos secundarios.%®

Los agentes bioldgicos y los farmacos pueden liberarse de los nanogeles a
través de:>8.67
a) Difusion simple
b) Degradacién del nanogel
c) Cambios del pH
d) desplazamiento por contraiones presentes en el medio
e) Transicién inducida por una fuente externa de energia.

Los nanogeles proporcionan los medios para superar en eficiencia este tipo de
sistemas de liberacién. Por ejemplo, la liberacion del farmaco puede decrecer por
las cadenas de entrecruzante del nanogel, se puede ajustar y hacerlo sensible a
cambios del medio ambiente requerido. Los nanogeles hidrofilicos se hinchan
mientras se libera el farmaco, asi mismo, el nanogel debe sostener la liberacion del
farmaco desde sus capas internas; esto puede ser utilizado para modificar o eliminar
la liberacion o incluso para alcanzar la cinética de orden cero del farmaco liberado

al sitio deseado.’2.94
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Figura IV. Liberacion de farmacos a partir de nanogeles. a) Difusién del farmaco a partir
de nanogeles. b) Liberacién de farmacos a través de la degradaciéon de las cadenas del
entrecruzante biodegradable. ¢) Un cambio en el pH promueve una deionizacién de la red
polimérica y la liberacién de los enlaces electrostaticos entre el nanogel y el farmaco.  d)
Cationes Multivalentes de bajo peso molecular o poli iones de carga positiva 0 negativa,
pueden desplazar a los farmacos con carga similar a partir del complejo electrostaticos con
una nanogel ionico. e) Liberacion del farmaco por la aplicacién de energia externa a los
nanogeles, la cual induce a la degradacion o transicion estructural de las cadenas
poliméricas del nanogel.
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[1.IX. TOXICIDAD DE NANOMATERIALES.

La Nanotoxicologia, caracteriza y cataloga los efectos toxicos causados por los
nanomateriales (NMs) (Marquis et al., 2009). Esta ciencia pretende entender,
predecir y prevenir los riesgos que presentarian la utilizacion de estos nuevos
materiales.

Existen diversos factores que influyen en la toxicidad de las nanoparticulas
(NPs) (Fig...), un menor tamafio de NP provoc6 mayor toxicidad (Lin et al., 2014),
otro factor es la forma de la NP, lo que se relacioné con la interaccion con la célula
(Tong et al., 2013).

Los mecanismos de toxicidad entre las NPs en los sistemas biol6gicos aiun no
son claros totalmente y esto es por los diferentes factores de toxicidad que se deben

de tomar en cuenta (Figura XXX) (Chang et al., 2012; Ray et al., 2009).

NANCTOXIODAD

FACTORES

QUIMICO? FACTORES FISICOS

, COMPOSICION 2
SOLUBLIDA RMA TAMARD
SOLUBILIDAD auin FORN MARI

Figura IV. Factores que influyen en la toxicidad de las nanoparticulas
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[1.IX.I MECANISMOS DE TOXICIDAD.

Los mecanismos de toxicidad pueden cambiar de una NP a otra, por la
capacidad de union e interaccion con los componentes en los sistemas biologicos
(materia bioldgica, proteinas, etc.) (Ray et al., 2009). Los mecanismos de toxicidad
mas relevantes son: la disolucion de las NPs, la formacidn de especies reactivas de
oxigeno (ROS), y el dafio a la membrana.

Disolucion de iones; Un factor importante de la toxicidad de las NPs, es la
composicién quimica de las NPs. Algunos metales se pueden disolverse muy
facilmente en medios biolégicos, y esto ocasiona el efecto toxico, es decir, la
toxicidad es ocasionada por la ionizacion de las NPs. En este caso, la toxicidad se
presentd porque el ion puedo penetrar a la célula por su carga, interaccionando con
los componentes de le membrana celular, como por ejemplo los extremos carboxilo,
amino e hidroxilo de proteinas y carbohidratos, causando un dafio a los organelos
y a las funciones metabdlicas principales de la célula, teniendo como consecuencia
la muerte celular (Chang et al., 2012; Suresh et al., 2013).

Dafio a la membrana; Las caracteristicas de los modelos biol6gicos
estudiados, presentaron diferencias en la composicion de las membranas celulares,
la cual estd disefiada para proveer fuerza, rigidez, forma y proteger de dafos
mecanicos y cambios osmoticos a la célula. La interaccion de las NPs con la
membrana de la célula se lleva a cabo por medio de interacciones electrostéaticas y
la disrupcion de la integridad de la membrana (Thill et al., 2006).

Produccion de especies reactivas de oxigeno; En la formacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) provocaron dafio en la estabilidad de las membranas

36



ya sea directamente provocando un dafio fisico o indirectamente provocando

oxidacion, produciendo la muerte celular (Chang et al., 2012).

[I.X. BIOMATERIALES FLUORESCENTES

[I.X.I Administracién de medicamentos por imagenes

Al administrar agentes farmacoldgicamente activos de manera mas eficaz y
selectiva en el sitio y/o evitando la interaccion en los tejidos sanos que podrian ser
potencialmente en peligro, los hanomedicamentos tienen como objetivo mejorar el
equilibrio entre la eficacia y la toxicidad de las intervenciones terapéuticas
sistémicas.®®

La orientacibn de farmacos a sitios especificos de accion y con fines
terapéuticos, las formulaciones de nanomedicina también se han utilizado cada vez
mas para aplicaciones de imagen y, en los ultimos afios, para enfoques
terandsticos, es decir, para sistemas y estrategias en los que el diagndstico y la

terapia de enfermedades son conjunto.®®

[I.X.1l Nanoparticulas terandsticas

Ha habido un interés considerable en el empleo de materiales biocompatibles de
tamafio nanométrico que sean tanto de diagndsticos como terapéuticos,
denominados nanoterandstica. La eleccion de proporcionar funciones terapéuticas
y de diagndsticos en un solo paso surge del deseo de eludir las diferencias en la

Biodistribucidon y la selectividad que acompafian con frecuencia al empleo de
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distintos agentes diagnosticos y terapéuticos, y de explotar las funcionalidades
superpuestas existentes. °

Con esto facilitar los andlisis farmacocinéticos y de biodistribucion y, por lo
tanto, mejorar la orientacion de los farmacos a los sitios patoldgicos, seria muy Util
si el tiempo de circulacion y la acumulacion de érganos de las formulaciones de
nanomedicina pudieran visualizarse de forma no invasiva en tiempo real. Para lograr
esto, muchos tipos diferentes de nanomedicinas se han co-cargado tanto con
farmacos como con agentes de formacion de imagenes.

La multifuncionalidad de los nanovehiculos que crean plataformas
nanoteranaosticas ofrece una serie de ventajas sobre los agentes convencionales y
son herramientas poderosas para la obtencion de imagenes y el tratamiento de
diversas patologias. Estos incluyen dirigirse a un sitio enfermo, minimizando asi la
toxicidad sistémica; la capacidad de solubilizar farmacos hidro6fobos o labiles, lo que
conduce a una farmacocinética mejorada; y su potencial para generar imagenes,

tratar y predecir los efectos terapéuticos.

I1.X. lll Biomateriales fluorescentes

El término marcador fluorescente se utiliza para los compuestos cuya
presencia permite visualizarlo, y se utilizan por tanto como agentes de identificacion,
contraste o tincién. Cuando esta molécula esta unida covalentemente a alguno de
los componentes del sistema, se le denomina etiqueta fluorescente.”

Los sensores fluorescentes son aquellas moléculas que sufren cambios en

su emision de fluorescencia en respuesta a un estimulo especifico. Los cambios se
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producen en propiedades como la polaridad, rigidez, pH, viscosidad, presion,
temperatura, potencial eléctrico o movilidad molecular del medio.”* Como
consecuencia de la fuerte influencia del medio circundante en la emision de
fluorescencia, las moléculas fluorescentes se utilizan como sondas para la

investigacion de sistemas fisicoquimicos, bioquimicos y bioldgicos.”?

I1.X. IV Luminiscencia

La luminiscencia es la emision de luz que se produce desde los estados
electronicamente excitados de cualquier sustancia excitada por la absorcion de un
fotén de luz.”®

La luz es una forma de radiacién electromagnética, usualmente una mezcla de
ondas con diferentes longitudes de ondas. La longitud de onda (A) es definida como

la distancia entre dos crestas de una onda.’*
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Figura V. Representacion del espectro de luz a diferentes longitudes de onda. El ultravioleta
(UV) abarca aproximadamente hasta 400 nm, el visible de 400 a 750 nm y el infrarrojo a

partir de 450 nm.
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[I.X. V Fluorescenciay fosforescencia

La fluorescencia y la fosforescencia son dos casos particulares de
luminiscencia, dependiendo de la naturaleza del estado excitado desde el que se
producen. Los procesos que se producen entre la absorcion y la emision de luz se
suelen esquematizar en el diagrama de Jablonski (Imagen X).”

El fenomeno de fluorescencia se caracteriza por un proceso de absorcion de
radiacion pasando la molécula a un estado excitado y para relajarse puede trasferir
energia como calor o bien emitiendo radiacién a una mayor longitud de onda (él

tiene menor energia.”®
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Imagen VI. Diagrama de Jablonski.

La imagen V ilustra el proceso involucrado en la creacion de un estado excitado

singlet por absorcion oOptica y subsecuente emision de fluorescencia. Los estados
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basales, primer excitado singlet y segundo excitado singlet se representan con So,

S1y S2, respectivamente.”’

Las transiciones entre los estados se dibujan como lineas verticales para ilustrar la

naturaleza instantanea de la absorcion de la luz.”®

(a) Las lineas horizontales numeradas denotan los niveles vibracionales.

(b) 1: Excitacién; 2: Conversién interna; 3: Emision por fluorescencia
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. MATERIALES

NIPAAmM (TCI, 98%) se purificd por recristalizacion en hexano. Se destil6 al
vacio (45 °C, 5 mm Hg) metacrilato de 2-dimetil(aminoetilo) (DMAEMA, Sigma-
Aldrich) para eliminar el inhibidor. El dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA) (Aldrich)
se purificd pasandolo a través de una columna de removedor de hidroquinona de
Sigma-Aldrich, el persulfato de amonio (APS) (Aldrich, 98 %), se uso tal como se
recibio, 3,9-divinil-2,4 ,8,10-tetra oxaespiro [5.5] undecano (DVA, 98%), metacrilato
de poli(etilenglicol) metil éter (PEGMAM), Mn = 1100 g/mol, 1500 g/mol y 4000
g/mol). Se prepararon soluciones tampon de fosfato (pH 5, pH 6,8 y pH 7,4) a una

concentracion total de 0,05 M.

l1Il.1. SINTESIS DEL MONOMERO FLUORESCENTE (METACRILATO DE
FLUORESCEINA).

En un vial de 20 mL, se adicionaron 50 mg de clorhidrato de N-(3-aminopropil)
metacrilamida (MCA) y 2 mL de trietilamina (TEA) en agitacion constante.
Posteriormente en un vaso de precipitado de 10 mL se pesaron 0.1355g de
isocianato de fluoresceina (FITC) y se le adicionaron 2 mL de diclorometano en
agitacion hasta disolver, a la solucion de FITC se le aflade la solucion de MCA. La
mezcla se dejoé en agitacion constante por 4 horas confirmando la eliminado el HCI
mediante una cromatografia de capa fina. En un embudo de separacion se agrego
el producto y se le adiciono acetato de etilo, se mezcla y se mide el pH. El producto

de la sintesis deberia tener un pH entre 4 y 5 para que el monémero sea
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recuperable. El pH se ajusté con agua ligeramente &cida: En 5 mL de agua se
agrego 1 gota de &cido sulfarico concentrado (H2S0a4), el pH de esta solucion acida
debe ser entre 2 y 3 si es necesario se debe agregar mas agua hasta obtener el pH
correcto. Posterior al ajuste del pH se separan las dos fases, el producto final se
encuentro en la fase orgénica. Se eliminé el disolvente por rota evaporacion para la

obtencién del mondémero final libre de solventes.

l11.1l. CARACTERIZACION DE MONOMERO FLUORESCENTE

Para la caracterizacion de los mondmeros se usaron diferentes métodos que
aseguraron la obtencion de este tipo de mondmero, ademas de aseguro su pureza
para su uso en la sintesis de nanogeles. Dichos métodos son: espectrofotometria

de infrarrojo y resonancia magnética nuclear (RMN).

e Espectrofotometria de infrarrojo
El espectro de infrarrojo se obtuvo con el equipo Fourier Transform Infrared
spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR), por método

directo a temperatura ambiente, usando el software OMNIC 09/02/41.

e Resonancia magnética nuclear.
La resonancia magnética nuclear de proton se realizo por el equipo Varian
Mercury NMR de 200 MHz. Se toman entre 10 y 15 mg de muestra, y se disolvieron

en cloroformo deuterado, dentro del tubo de RMN.
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l1I.1Il. SINTESIS DE NANOGELES FLUORESCENTES

Para realizar la sintesis se mezclaron los monémeros correspondientes
NIPAAM:PEGMA:DEAEM 47:41:12 w%, como entrecruzante EGDMA/DVA (3 mol%
con respecto a NIPAAm), en 50 mL de agua destilada en un matraz Schlenk de 100
mL. Se removido el oxigeno mediante burbujeo de hidrogeno. La solucion
desoxigenada se calentdé en bafio de aceite a 85 °C, una vez alcanzada la
temperatura de reaccion se afiadio el iniciador (APS). Se determino la concentracion
Optima para la sintesis, asi como la temperatura y el tiempo de reaccion. Dentro de
las variables que se estudiaron estan la proporcion de los biomateriales, proporcion
y tipo de entrecruzante, proporcion de iniciador, concentracion y tipo de monémeros

acidos y/o basicos (Tabla X).

Figura V. Sintesis de biomateriales
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Tabla I. Concentraciones y entrecruzantes utilizados
en las sintesis de nanogeles

Monon’]ero- Co- Entrecruzantes Iniciador
Comonomero adyudante
NIPAAM DEAEM PEGMA DVA EGDMA APS
W% W% W% %mol %mol %mol
5% 5% 2%
47% 12% 41%
10% 10%

lIl.IV. TECNICAS DE CARACTERIZACION PARA LOS NANOGELES SINTETIZADOS

Dispersion de Luz Dinamica (DLS). Se utiliz6 el equipo de Dispersion de Luz
Dindmica con la finalidad de caracterizar la formacién y el tamafio de los nanogeles
en las emulsiones obtenidas.

Potencial Z. Se utiliz6 el equipo DTS nano para analizar el potencial z con la
finalidad de determinar la carga de la superficie de los nanogeles. Se tomaron 100
pI de las emulsiones previamente purificadas y se diluyeron en 10 ml de buffer de
diferentes pH (de 3 a 10); cada una de las diluciones se colocaron en cubetillas para
posteriormente analizar el potencial Z.

Estudio del efecto del pH y la temperatura en el tamafio de las nanogeles.
Se determina el efecto de la temperatura y el pH medio dispersando los
biomateriales en soluciones amortiguadoras de diferente pH, fijando la fuerza idnica
y determinando el tamafo particula a diferentes temperaturas usando el Zetasizer

Nano NS.
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l1I.V. LIOFILIZACION Y RECONSTITUCION DE LOS NANOGELES

Se realizaron estudios de estabilidad al proceso de liofilizado a todos los
nanogeles sintetizados, con la finalidad de aplicarlos la parte experimental de
cargado y liberacion de farmacos, analizando las modificaciones y/o la estabilidad
en su morfologia, su estructura y su radio hidrodinamico.

e Liofilizacion

Se tomaron 35 mL de las emulsiones previamente purificadas vy
caracterizadas, se congelaron en viales de LabConco, posteriormente se colocaron
en el liofilizador por cuatro dias para obtener las muestras completamente secas.
Se obtuvieron las emulsiones liofilizadas y se observd como un polvo blanco
€esponjoso.

e Reconstitucion

Para reconstituir el material esponjoso, en un vial se adicionaron 100 mg del
polvo liofilizado en 10 ml de agua destilada y filtrada bajo agitacion constante por 5
horas. Obteniendo la emulsién reconstituida, se tomaron 100 pl y se diluyeron en
10 ml de agua. Se realiz6 la caracterizacion de las muestras reconstituidas via DLS
de acuerdo con el método anteriormente descrito en la seccion IV, haciendo un
barrido de temperaturas de 20 a 50°C, para observar los cambios de los nanogeles
con respecto al proceso de liofilizacion y reconstitucion.
1.VI. CARGADO DE LAS NANOGELES CON INDOMETACINA

e Método de equilibrio: Los nanogeles fueron dispersados en agua 40mg/19ml,

en agitacion constante por 48 horas, el farmaco fue disuelto en etanol 20mg/1ml.
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La solucién del farmaco se afiade gota a gota a la solucion de los nanogeles en
agitacion constante por 48 horas. La solucion resultante se colocé en una
membrana de dialisis semipermeable con un corte de PM 12,000-14,000 DIt en
agitacion constante con agua desionizada, se realizaron cambias de agua cada
hora las dos primeras horas, los nanogeles cargados se congelaron y se

liofilizaron, y determino el porcentaje (%) de cagado.

Determinacion de la capacidad de carga de los nanogeles. La muestra
liofilizada se resuspendié en agua en agitacion constante por 2 horas y se
colocé en bafio ultrasonico por 15 minutos. Se realizé una curva de calibracion
y se analizo la solucion mediante espectroscopia UV-VIS a la longitud de onda

correspondiente (319 nm para indometacina).

MDngs

* 100
Masa de nanogeles + MDngs

DL% =

Dngs

M
EE% = * 100

- Donde MD es la masa de farmaco (IND) y MDngs es la masa de farmaco en
el nanogel.

Estudios de liberacion. La liberacion se llevo a cabo a partir de una dispersion

recién preparada de los nanogeles cargados, colocada dentro de una

membrana de dialisis semipermeable, la cual se colocé dentro del medio de

liberacion (buffer 7.4, y 6.8) en un oscilador de temperatura constante a 37°C.

En periodos predefinidos de tiempo se tomaron muestras del medio y se evalto
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la concentracion de farmaco en la solucion por los métodos indicados
anteriormente.

Curva de calibracion de IND por UV-VIS: Se realiz6 una curva de calibracion
para el analisis del cargado con Indometacina, utilizando una solucion madre
compuesta de ETHO:INDO 1:1 con una concentracion de 1mg/ml y las
muestras a diferentes diluciones para obtener concentraciones en la escala de
pg/mL. Los andlisis de control de proceso del farmaco se realizaron empleando
el espectrofotometro UV-VIS (Beckman Coulter DU520) con las siguientes
condiciones: cubetas de cuarzo paso Optico de luz a 1cm, con una longitud de

onda de 319 nm y las soluciones blancas de ETHO.

[II.VII Estudios de citotoxicidad in vitro

e Cultivos celulares. Para realizar los experimentos en cultivo celular, se
realizd el estudio de citocompatibilidad en la linea celular de fibroblastos
embrionarios murinos BALB / 3T3 (ATCC CCL - 163).

e Ensayo de citotoxicidad in vitro. Las pruebas fueron realizadas en placas
de 96 pocillos donde se colocaron 2500 células por mL, utilizando medio
DMEM con 10% de suero fetal bovino, 1% de solucion de
penicilina/estreptomicina. La placa se coloco en incubacion por 12 horas, una
vez transcurridas a las células se afiadieron en serie las concentraciones
(0.2, 2 y 20 mg/ml) de nanoparticulas las cuales fueron re-suspendidas con
anterioridad, se colocaron en una atmosfera humidificada con 5% CO 2y 37

°C por 24 horas. Como control negativo se utilizaron células sin tratamiento
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y tratamientos sin células, todos los experimentos fueron realizados por
triplicado.

e Ensayo de viabilidad celular. Se utilizo el kit MTT (Roche, Suiza) para
cuantificar la proliferacion celular, por ultimo, se obtienen las absorbancias
por medio de un lector de microplacas a una longitud de onda de 620nm
Multiskan FC, Thermo Scientific, (Waltham, MA, EE. UU.). Se calculd la

viabilidad celular usando la siguiente ecuacion:

l11.VIIl. ESTUDIOS DE LIBERACION IN VIVO DE LA INDOMETACIONA EN MODELOS

DE RATA.

Induccién del edema con carragenina.

Se seleccionaron 2 grupos de ratas wistar de 5 individuos cada uno, uno para
inducir edema en las patas traseras por medio de carragenina al cual llamamos
grupo 1y el otro grupo se utiliz6 como control negativo, el cual fue el grupo 2.
Los animales del grupo 1 recibieron una inyeccioén subcutanea de 0.1 mL de
carragenina al 1% en la superficie plantar de la pata trasera derecha. Los
animales del grupo 1 recibieron una inyeccién subcutdnea de 0.1 mL de solucién
salina en la superficie plantar de la pata izquierda.

Para evaluar el proceso edematogénico se analizé el volumen de la patas trasera
en diferentes puntos de tiempo (0, 1, 2, 3, 4, 5 h) después de la inyeccion de
carragenina haciendo uso de un pletismémetro digital. EI volumen del edema en

mililitros se define como la diferencia entre la pata derechay la pata izquierda de
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cada medicion. Los animales del grupo 1 y 2 se mantuvieron en las mismas

condiciones de alimentacién, y temperatura en un ambiente controlado.

Anadlisis del efecto antinflamatorio de los nanogeles de indometacina en
ratas wistar.

Se seleccionaron 10 animales divididos en 2 grupos de 5 ratas cada uno. El grupo
1 sirvi6 para la evaluacion del efecto antiinflamatorio en presencia del nanogel de
acido salicilico. El grupo 2 sirvi6 como control negativo del desarrollo
experimental. Los animales recibieron una inyeccion subcutdnea de 0.1 mL de
carragenina. Se seleccionaron 2 de los animales del grupo 1 y estos recibieron
una inyeccién subcutdnea de 1 mL del nanogel de acido salicilico post induccién
de carragenina. Se seleccionaron 2 de los animales del grupo 1 y recibieron una
inyeccién subcutanea de 2 mL del nanogel de acido salicilico post induccion de
carragenina. Se analizo el efecto de los animales tratados con el nanogel por
medio de las lecturas en el pletismometro.

Efecto de la formalina como agente nociceptivo.

Se seleccionaron 10 ratones para el andlisis de receptores nociceptivos por
medio de la formalina. 6 ratones recibieron 20 ul de formalina en 1% de solucién
salina en la superficie plantar de la pata trasera derecha. Se analizo y observo el
tiempo en que los ratones manifiestan efecto al acicalarse la zona afectada, se
contabilizo el tiempo y las veces en acicalarse la zona afectada en un periodo de
tiempo de 0-5 minutos. De 15-30 minutos se analizo la fase inflamatoria 2 ratones
fueron utilizados como control negativo donde Unicamente continuaron siendo

observados. Los 5 ratones que fueron inyectados con formalina recibieron el
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tratamiento experimental de nanogel de acido salicilico. 2 ratones recibieron
inyeccién de 1 mL del nanogel de acido salicilico post inyeccién de formalina. 2
ratones recibieron 2 mL del nanogel de &cido salicilico post inyeccion de
formalina. 2 ratones recibieron 1 mL del nanogel de &cido salicilico previo a la
inyeccién de formalina. Se analizo el volumen de las extremidades por medio del
pletismémetro.

Determinar la concentracion minima de nanogeles con efecto
antiinflamatorio.
Se analizo el efecto de las diferentes concentraciones del nanogel de
indometacina en los diferentes experimentos realizados. Se analizo
estadisticamente los resultados obtenidos y elaborar conclusiones estadisticas.
Conocer la minima concentracién del nanogel que pudieran presentar efectos

significativos en los estudios realizados.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

IV.I. SINTESIS DE METACRILATO DE FLUORESCEINA

En el resultado final de la sintesis del mondmero se obtuvo un sélido rojizo con peso
final de 54 mg y un rendimiento aproximado de 85%. En la imagen Xl, se muestra su

estructura final.

TEA/CH,CI,

CH,

FITC MCA MCF

Imagen VII. Estructura de Metacrilato de fluoresceina.

IV.1l. CARACTERIZACION

En la caracterizacion del monémero se utilizd espectrofotometria infrarroja, en la imagen
Xll se muestran los espectros IR, A) Metacrilamida, B) Isotiocianato fluoresceina, C)
Metacrilato de fluoresceina. Y en la imagen XlIl se muestra la resonancia magnética nuclear

del metacrilato de fluoresceina (FIMC).
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C) Metacrilato de fluoresceina

Imagen VIII. Espectros Infrarrojo. A) En el doble enlace C=0 se encuentra entre las
regiones 1630-1850 cm-1, y la amida NH; absorbe cerca de los 1500 cm-1, el metilo se
encuentra entre las regiones de 1450-1375 cm-1, el metileno se encuentra en la regiéon de
880 cm-1. B) el isotiocianato se encuentra entre las regiones 2125 cm-1, el &cido carboxilico

se encuentra entre las regiones de 3500-2500 cm-1.
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FITCMCAN

Imagen IX. Resonancia magnética nuclear (RMN), esta técnica nos permiti6 observar e
identificar moléculas presentes atreves de las sefales espectrales en el que se representa

la localizacion de las principales moléculas de FIMC.

IV.11I. SINTESIS DE NANOPARTICULAS

IV.11l.1 Sintesis de nanogeles al de DEAEM/MCF 15:0.5 EGDMA/APS

En el ensayo preliminar para el estudio de la formacion de nanogeles, se

realizo la sintesis de nanogeles copolimerizado con DEAMEM y MCF al 0.5%,
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entrecruzadas con EGDMA e iniciadas con APS, estas dispersiones se

caracterizaron via DLS a 25°C, para analizar el tamafio de particula con el Dh, los
resultados que se muestran en la gréfica | con una sola distribucién, donde se

obtuvo un promedio de tamafio de particula de 197.9 nm y un indice de poli

dispersion (PDI) de 0.123.
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Grafica I. Distribucién de tamafios por volumen a 25°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAmM/PEGMAM/EGDMA/APS/DEAEM s%mol MCF 0.5%mol

Se le realiz6 el analisis correspondiente de tendencia a temperaturas de 20
°C a 50 °C donde se observo el comportamiento en el tamafio de particula con
respecto a la temperatura, los resultados se muestran en la grafica 1l donde se
observd que las nanogeles sintetizadas por encima de los 37 °C las particulas
comienzan a colapsar y por debajo de los 37 °C las particulas se aglomeran, se

observa una disminucion en el tamafio de particula respecto a la temperatura.
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Grafica Il. Efecto de la temperatura de transicion en nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/APS/DEAEM15%mol FIMC 0.5%mol €n un barrido de

temperaturas.

En la Grafica Ill se muestra los resultados obtenidos de las nanoparticulas y
su respuesta a distintos pH en condiciones de temperatura de 25 °C, donde se
observaron tamafios de particula entre 70 y 80 nm en pH acidos, se observa
aglomerado en pH 7 y un ligero colapso de las nanoparticulas en pH alcalinos con
un tamafno promedio de 110 a 145 nm el doble del tamafio comparados con pH

acidos esto puede deberse a una interaccion entre los iones.
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Grafica lll. Efecto del pH a 25°C en el tamafio de los nanogeles de composicion

NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/APS/DEAEM :5%mol FIMC 0.5%mol.

IV.IIL.1II Sintesis de nanogeles al de DEAEM/MCF 15:0.3 APS/EGDMA

Se realizé la sintesis de nanogeles copolimerizado con DEAMEM y MCF al
0.3%, iniciadas con APS y entrecruzadas con EGDMA, los resultados se muestran
en la grafica IV donde se midi6 el tamafia y su comportamiento a 25 °C, donde se
obtuvo un promedio en el tamafio de particula de 197.9 nm y un indice de poli

dispersiéon (PDI) de 0.116.
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Grafica IV. Distribucion de tamafios por volumen a 25°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/APS/DEAEM 1s%mol FIMC 0.3%mol

Se realiz6 un analisis de tendencia a temperaturas de 20 °C a 50 °C donde
se observo el comportamiento en el tamafio de particula con respecto a la
temperatura, los resultados se muestran en la grafica V donde se observo que las
nanogeles sintetizadas por encima de los 37 °C las particulas comienzan a colapsar
y por debajo de los 37 °C las particulas se aglomeran, comparada con la sintesis
gue contenia mayor porcentaje de MCF esta reaccion tiene una mejor respuesta a

el aumento de temperatura siguiendo un tendencia de colapso y disminucién del

tamafio mientras aumenta la temperara.
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Grafica V. Efecto de la temperatura de transicion en nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/APS/DEAEM15%mol FIMC 0.3%mol €n un barrido de

temperaturas.

En la Gréfica VI se muestra los resultados obtenidos de las nanoparticulas y su
respuesta a distintos pH en condiciones de temperatura de 25 °C, donde se observo
gue el tamafo de particula es variado hay aglomeracién y colapso de las particulas
sin importar la acides o alcalinidad del medio, esto quizas se debe a la interaccion

de aminas o de los iones presentes de los nanogeles.
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Grafica VI. Efecto del pH a 25°C en el tamafio de los nanogeles de composicion

NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/APS/DEAEM 15%mol MCF 0.3%mol

V.11 Sintesis de nanogeles al de DEAEM/MCF 15:0.3 DVA/APS

Se realizé la sintesis de nanogeles copolimerizado con DEAMEM y MCF al
0.3%, entrecruzadas con DVA e iniciadas con APS, los resultados se muestran en
la grafica VII donde se midi6é el tamafia y su comportamiento a 25 °C, donde se
obtuvo un promedio de tamario de particula de 43.3 nm y un indice de poli dispersion

(PDI) de 0.282.
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Grafica VII. Distribucién de tamafos por volumen a 25°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAmM/PEGMAM/DVA/APS/DEAEMis%mol FIMC 0.3%mol

Se le realiz6 un andlisis de tendencia a temperaturas de 20 °C a 50 °C donde
se observé el comportamiento en el tamafio de particula con respecto a la
temperatura, los resultados se muestran en la grafica VIII donde se observo que las
nanogeles no siguen una tendencia normal de colapso comparandolo con otras
sintesis, hay variacion en el tamafo de las particulas, pero se ve claramente un

colapso y una disminucion en su tamafio hidrodinamico.
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Grafica VIII.
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Efecto de la temperatura de transicibn en nanogeles de composicién
NIPAAM/PEGMAM/DVA/APS/DEAEM1s%mol FIMC o.3%mol €n un barrido de temperaturas.

En la Gréfica IX se muestra los resultados obtenidos de las nanoparticulas y

su respuesta a distintos pH en condiciones de temperatura de 25 °C, donde se

observd que el tamafio de particula es variado aumenta con forme el pH es mas

alcalino, pero se observo que a pH 7.4 hay un ligero colapso en el tamario.
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Grafica IX. Efecto del pH a 25°C en el tamafio de los nhanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVA/APS/DEAEM15%mol FIMC 0.3%mol

IV.IV. Potencial Zeta

Los resultados de potencial Zeta realizados a las diferentes sintesis de
nanogeles se muestran en la tabla 1 (n=6). Se esperaba que el potencial Zeta de
las sintesis iniciadas con APS fueran positivos, esto probablemente el pH final de
las sintesis tenia un pH promedio entre 5.6 y 5.8, y es necesario que la sintesis
tenga un pH igual o superior a 6 para obtener un potencial Zeta positivo en las

sintesis con iniciados catiodnico.
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Tabla Il. Potencial Zeta.

Nombre de la sintesis mV pH- sintesis en
(n=6) agua
EG-AP15% FITC 0.5% -10.15 5.6
EG-APS 15% FITC 0.3% -6.47 5.7
DVA-APS 15% FITC 0.5% -10.38 5.6

IV.V. Sintesis de nanogeles al de DEAEM 5% DVA/APS

Se realiz6é la sintesis de nanogeles copolimerizado con DEAMEM al 5%
iniciadas con APS y entrecruzadas con DVA, los resultados se muestran en la
grafica X donde se midi6 el tamafa y su comportamiento a 25 °C, donde al 5% se
obtuvo un promedio de tamafio de particula de 53 nm y un indice de poli dispersién

(PDI) de 0.1486.
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Grafica X. Distribucion de tamanos por volumen a 25°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAM/PEGMAM/DVA/DEAEMS5%mol

Se le realiz6 un andlisis de tendencia a temperaturas de 20 °C a 50 °C donde
se observo el comportamiento en el tamafio de particula con respecto a la
temperatura, los resultados se muestran en la gréafica Xl donde se observé que las
nanogeles siguen una tendencia normal de colapso esto nos indica que su diametro

hidrodindmico esta disminuyendo y aumentando la dispersion.
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Grafica XIl. Efecto de la temperatura de transicién en nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVA/DEAEMs%mol €n un barrido de temperaturas.

En la grafica Xll se muestra los resultados obtenidos de las nanoparticulas y
Su respuesta a distintos pH en condiciones de temperatura de 25 °C, donde se
observo que el tamafio de particula aumenta ligeramente con respecto al evaluado
en condiciones normales, con forme el pH es mas basico se observa un aumento
gradual en el tamafio de particula, pero se observé que a pH 7.4 hay un ligero

colapso en el tamafio.
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Grafica XII. Efecto del pH a 25°C en el tamafio de los nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVA/APS/DEAEMs%

IV.VI Sintesis de nanogeles al de DEAEM 5% EGDMA/APS

Se realizé la sintesis de nanogeles copolimerizado con DEAMEM al 5%
iniciadas con APS y entrecruzadas con EGDMA, los resultados se muestran en la
gréafica Xlll donde se midi6 el tamafia y su comportamiento a 25 °C, donde al 5% se
obtuvo un promedio de tamafio de particula de 229 nm y un indice de poli dispersion

(PDI) de 0.202.
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Grafica XIll. Distribucion de tamanos por volumen a 25°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/DEAEMs%mol

Se le realiz6 un andlisis de tendencia a temperaturas de 20 °C a 50 °C donde
se observo el comportamiento en el tamafio de particula con respecto a la
temperatura, los resultados se muestran en la grafica XIV donde se observé que las
nanogeles siguen una tendencia colapso conforme aumenta la temperatura esto

nos indica que su diametro hidrodinamico esta disminuyendo.
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Grafica XIV. Efecto de la temperatura de transicion en nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/DEAEMs%mol €n un barrido de temperaturas.

En la grafica XV se muestra los resultados obtenidos de las nanoparticulas y
su respuesta a distintos pH en condiciones de temperatura de 25 °C, donde se
observé que el tamafio de particula aumenta ligeramente con respecto al evaluado
en condiciones normales, con forme el pH es mas basico se observa un aumento
gradual en el tamafio de particula, pero se observd que a pH 7.4 hay un ligero

colapso en el tamafio.
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Grafica XV. Efecto del pH a 25°C en el tamafio de los nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/APS/DEAEMso%

IV.VII Sintesis de nanogeles al de DEAEM 10% DVA/APS

Se realizd la sintesis de nanogeles copolimerizado con DEAMEM al 10%
iniciadas con APS y entrecruzadas con DVA, los resultados se muestran en la
grafica XVI donde se midi6é el tamafia y su comportamiento a 25 °C, se obtuvo un
promedio de tamafo de particula de 51 nm y un indice de poli dispersién (PDI) de

0.14.
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Grafica XVI. Distribucion de tamafios por volumen a 25°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAM/PEGMAM/DVA/DEAEM 10%mol

Se le realiz6 un andlisis de tendencia a temperaturas de 20 °C a 50 °C donde
se observé el comportamiento en el tamafio de particula con respecto a la
temperatura, los resultados se muestran en la grafica XVII donde se observé que
las nanogeles siguen una tendencia normal de colapso esto nos indica que su
diametro hidrodinAmico esta disminuyendo y aumentando la dispersion, su
temperatura de transicién se encuentra en aproximadamente 33 °C correspondiente

a la temperatura ya registrada de NIPAAm.
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Grafica XVII. Efecto de la temperatura de transicién en nanogeles de composicion

NIPAAM/PEGMAM/DVA/DEAEMaio%mol €n un barrido de temperaturas.

En la grafica XVII se muestra los resultados obtenidos de las nanopatrticulas y
su respuesta a distintos pH en condiciones de temperatura de 25 °C, donde se
observd que el tamafio de particula aumenta exponencialmente con respecto al
evaluado en condiciones normales, esto podria deberse a la interaccion iénica del

DEAEM.
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Grafica XVIII. Efecto del pH a 25°C en el tamafio de los nanogeles de composicién
NIPAAM/PEGMAM/DVA/APS/DEAEM10%

IV.VIIl Sintesis de nanogeles al de DEAEM 10% EGDMA/APS

Se realiz6 la sintesis de nanogeles copolimerizado con DEAMEM al 10%
iniciadas con APS y entrecruzadas con EGDMA, los resultados se muestran en la
grafica XX donde se midi6 el tamafa y su comportamiento a 25 °C, donde al 10%
se obtuvo un promedio de tamafio de particula de 161 nm y un indice de poli

dispersion (PDI) de 0.194.
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Grafica XIX. Distribucion de tamafios por volumen a 25°C de nanogeles reconstituidos de
composicion NIPAAmM/PEGMAM/EGDMA/DEAEM 10%mol

Se le realiz6 un andlisis de tendencia a temperaturas de 20 °C a 50 °C donde
se observé el comportamiento en el tamafio de particula con respecto a la
temperatura, los resultados se muestran en la grafica XX| donde se observo que las
nanogeles siguen una tendencia colapso conforme aumenta la temperatura esto

nos indica que su didmetro hidrodindmico estéa disminuyendo.
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Grafica XX. Efecto de la temperatura de transicion en nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/DEAEM:0%mol €n un barrido de temperaturas.

En la grafica XXIl se muestra los resultados obtenidos de las nanoparticulas y
Su respuesta a distintos pH en condiciones de temperatura de 25 °C, donde se
observan cambios en el tamafio de particula, en pH acidos el tamafio es mas
pequefio, comparado con los pH basico, pero observamos un ligero colapso en pH

7.4y 8 que se considera normal.
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Grafica XXI. Efecto del pH a 25°C en el tamafio de los nanogeles de composicién
NIPAAM/PEGMAM/EGDMA/APS/DEAEM10%

IV.IX. CARGADO DE NANOPARTICULAS

Los experimentos para incorporar los farmacos modelos a los nanogeles,
NIPAAM/EGDMA/DEAEMs%mol, NIPAAM/DVA/DEAEMs%mol y
NIPAAM/EGDMA/DEAEM10%mol, se realizaron utilizando dos metodologias, pero en
mismas condiciones de temperatura de equilibrio, temperatura de recuperacion.
Para cuantificar la cantidad de farmaco cargado, con los cuales se obtiene el

porcentaje de carga y la eficiencia.
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IV.X CARGADO DE NANOGELES CON INDOMETACINA

Los experimentos de cargado con indometacina se realizaron en mismas
condiciones de temperatura, pero variando el medio de liberacion. En la tabla 1l se

muestran los resultados obtenidos de acuerdo con los calculos utilizados

Tabla lll. % de cargado y en nanogeles cargados con Indometacina

Nanogeles % de cargado % Rendimiento
NIPAAM/EGDMA/DEAEMs%mol 6.59 57.14%
NIPAAM/DVA/DEAEMss%mol 4.15 41.06%
NIPAAM/EGDMA/DEAEMzi0%mol 7.19 44.5%
NIPAAM/DVA/DEAEM10%mol 5.23 44.06%

Las condiciones para estos experimentos fueron iguales para cada composicion de
nanogeles. Para las cuatro formulaciones de nanogeles el medio de equilibrio fue
agua a 20°C. Con los resultados obtenidos, se puede observar que los nanogeles
entrecruzados con EGDMAs%mol obtienen mayor eficiencia y mayor % de carga
comparados con los nanogeles entrecruzados con EGDMA10%mol y DVA5%mol; se
esperaria que los nanogeles entrecruzados con DVA tuvieran mayor % de carga ya
que estos nanogeles son de menor Dh y poseen mayor area superficial para

adherirse.
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IV.X.l. CURVA DE CALIBRACION DE LA INDOMETACINA

Las curvas de calibracion de indometacina fueron lineales con coeficientes de
correlacion iguales a 0.9997. Utilizando los datos del &rea bajo la curva de cada una
de las concentraciones.

19 . [mg/mL] ABS (A)

) 0.01 0.185

0.02 0.343

S b ¢ 0.04 0.663

“os 0.05 0.807

"1 2 0.06 0.98
(mg/mL]

Grafica XXII. Curva de calibracién de indometacina.

IV.X.Il. ESTUDIOS DE LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

Los experimentos para la liberacion controlada de los farmacos modelos
incorporados a los nanogeles, se realizaron variando condiciones, tales como la
naturaleza del medio de liberacion y manteniendo la temperatura, con la finalidad
de analizar la aplicacion de los nanogel en la liberacion controlada de los farmacos

en condiciones fisiologicas normales.
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IV.X.III ESTUDIOS DE LIBERACION DE NANOGELES CARGADOS CON
INDOMETACINA.

Para cuantificar la cantidad de farmaco liberado, con respecto a la
absorbancia, se utilizé la curva de calibracion mostrada anteriormente y se obtuvo
la fraccion liberada con respecto al tiempo con los calculos correspondientes. Las
liberaciones con indometacina se realizaron a temperatura y pH determinados; en
siguiente gréafica se observa la liberacion con nanogeles DVA5%mol en la cual se
observa liberacion del farmaco con forme al tiempo , a las 4 horas hay una mayor
fraccion liberada a 37°C a pH 6.4 que a pH 7.4, posteriormente se mantiene la
liberacién durante 4 hora y a las 10 horas se observa una ligera caida de la
absorbancia lo cual nos indica que se ha logrado liberar la mayor concentracion de
farmaco las 10 horas para la liberacion a pH 6.4, comparada con la de 7.4 que su

liberaciéon méaxima es a la 6 horas.
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Grafica XXIII. Liberacién del Indometacina a partir de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVAsxmoa 37°Cy pH 7.4y 6.4

En la grafica siguiente se observa la liberacibn con nanogeles DVAiowmol Y
DVAs%mo/MCFo.1%mol €N la cual se observa una mayor deficiencia en la liberacion de
los nanogeles DVAio%mol, a las 4 horas hay una mayor fraccion liberada a 37°C a
pH 7.4, posteriormente hay una ligera caida en la absorbancia, aproximada a las 6
h, en los nanogeles copolimerizado DVAsxmo/MCFo.1%mol S€ 0bservd una mayor
liberacién del farmaco conforme transcurre el tiempo se observa una mayor fraccion

libre del farmaco sin observarse caida en la absorbancia.
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Gréfica XXIV. Liberacion de indometacina a partir de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/DVAio%mo Y NIPAAM/PEGMAM/DVA10DVAssemo/ MCFo.106mol, @
37°CypH7.4

En la Grafica siguiente se observa la liberacion con nanogeles EGDMAs%mol €n la

cual se observa una mayor deficiencia en la liberacion de los nanogeles a las 2

horas se ha liberado la mayor cantidad de farmaco a 37°C y pH 7.4 comparada con

liberacién a pH 6.8, donde es a las 4 horas la mayor cantidad de farmaco liberada y

pareciera observarse una liberacion sostenida ya que durante 6 horas posteriores

se mantiene la concentracion de farmaco libre hasta las 12 horas que comienza a

disminuir, resultados contrarios en la liberacién a pH 7.4 donde después de las 2

horas ya no hay liberacion de farmaco.
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Grafica XXV. Liberacién del Indometacina a partir de nanogeles de composicion
NIPAAM/PEGMAM/ EGDMAsymo, 8 37°Cy pH 7.4y 6.4

IV.XI. ESTUDIOS DE VIABILIDAD CELULAR

En este estudio, se investigd la citotoxicidad de nanogeles sin carga y
cargados con indometacina en la linea celular de fibroblastos 3t3 durante 24 horas
usando el método MTT.

En la grafica XXVVII siguiente se muestran nanogeles entrecruzados con DVA y
cargados con indometacina, los cuales observamos que tienden a disminuir la
viabilidad celular hasta un 85% a concentraciones altas, pero no es asi como los

nanogeles sin carga que la viabilidad disminuye un 40% en promedio.
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Grafica XXVI. Pruebas de viabilidad celular en células 3t3 de los nanogeles
NIPAAM/PEGMAM/DVA y nanogeles cargados con indometacina

En la grafica XXVIII siguiente se muestran nanogeles entrecruzados con EGDMA y
cargados con Indometacina los cuales observamos que tienden a disminuir la
viabilidad celular de casi del 100% a concentraciones altas, a bajas concentraciones
se observa una disminucion aproximadamente del 60% en la viabilidad, observando
los nanogeles sin farmaco se obtuvieron resultados en la diminucién de la vialidad
de un 25% en promedio a bajas concentracién, no siendo de la misma manera para

concentraciones altas donde disminuye aproximadamente un 70%.
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Grafica XXVII. Pruebas de viabilidad celular en células 3t3 de los nanogeles
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IV.XIl. ANALIZAR EL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE LOS NANOGELES
CARGADOS CON INDOMETACINA EN RATAS WISTAR CON EL MODELO DE
LA INFLAMACION Y EL DOLOR

IV.XII.l. Efecto de la formalina como agente nociceptivo

El estudio se realizoé en ratas Wistar, todas en las condiciones similares de edad,
peso promedio de 174 y 220g y temperatura constante de 22°C. Se siguieron todos los
protocolos éticos sefialados por el comité de ética. El efecto nociceptivo fue inducido por
una inyeccion de formalina intraplantar en la pata derecha 45 minutos después de la
aplicacion de las soluciones aplicadas via intravenosa. En la Grafica XXX se muestran los
promedios de los conteos de las sacudidas de las patas de las ratas desde tiempo 0-60
minutos cada 5 minutos. Donde no hay diferencia estadisticamente significativa entre una
formulacion y otra en los primeros 10 minutos, pero podemos observar que a los 15 minutos
hay una diferencia en las sacudidas, teniendo mas efecto en la disminucion del efecto
nociceptivo las nanoparticulas de DVA que las de EGDMA comparadas con el vehiculo,

siendo similar el efecto comparandolas con la indometacina libre.
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Grafica XXVIII. Evaluacién del efecto inflamatorio con la prueba de formalina, utilizando
nanoparticulas de EGDMA Y DVA cargadas con indometacina.

La inyeccion intraplantar de formalina produce una respuesta dolorosa bifésica, la
cual se compone de una fase temprana (primera fase), durante los primeros cinco
minutos tras la inyeccion de la formalina, y una segunda fase tardia que comienza
a los 10-15 minutos de la inyeccion y dura de 30 a 50 minutos. Tradicionalmente se
ha considerado que la primera fase se debe a la activacion directa de los
nociceptores periféricos, y que la segunda es consecuencia de una respuesta
inflamatoria con sensibilizacion de las neuronas nociceptoras de la médula espinal
(sensibilizacion central). Por lo tanto, el modelo de la formalina se usa normalmente
como un modelo de dolor agudo y tonico. En la grafica XXXI tenemos los resultados
obtenidos comparando los resultados de las dos fases, donde como resultados
podemos observar que en la primera fase tras la administracion de formalina se ha

propuesto que se debe a la activacion directa de los nociceptores de las neuronas
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en ese sentido la inyecciéon de formalina produce una activacion hasta los 10
minutos después de su aplicacion. La segunda fase de dolor parece ser dependiente
de la combinacion de una reaccion inflamatoria del tejido periférico y de cambios
funcionales en las neuronas de la asta dorsal de la médula espinal. Se ha
comprobado que las respuestas conductuales son inhibidas por la administracion
de farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). En ese sentido podemos ver
una mayor respuesta en la disminucion del dolor de las nanoparticulas cargadas de

EGDMA comparas con el vehiculo y que son estadisticamente significativas.
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Grafica XXX. Evaluacién del efecto inflamatorio con la prueba de formalina, Fase I.
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Grafica XXXI. Evaluacion del efecto inflamatorio con la prueba de formalina, Fase I
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IV.XIIL L

La respuesta inflamatoria aguda se caracteriza por un aumento de la
permeabilidad vascular y la infiltracion celular que conduce a la formacion de
edema, como resultado de la extravasacion de liquidos y proteinas y la acumulacién
de leucocitos en el sitio inflamatorio. La carragenina es un polisacarido, lo que
desencadena una respuesta inmune mediada por tirosina en los receptores TLRs
(Toll-Like receptors) desencadenando la inflamacién en la patita de la rata.
En la Graficas XXXII corresponden a estudios realizados de nanogeles de
DVA/INDO y la Grafica XXXIII corresponden a estudios realizados de nanogeles de
EGDMA/INDO en concentraciones de 1mg/ml y 0.1 mg/ml para ambas
formulaciones, los ratones responden con un patron inflamatorio constante a la
carragenina, mostrando un edema bifasico que se desarrolla en las primeras horas,
seguido de una segunda fase que comienza a las 6 h. Por lo tanto, el hallazgo
encontrado, después de la inyeccion subplantar de carragenina, hubo un edema
evidente. Se observa en los resultados de las dos formulaciones donde se utilizaron
nanogeles hay una mayor disminucién en la inflamaciéon comparado con el control
indometacina libre, EGDMA y DVA a concentracion de 1 mg/mL disminuye la
inflamacion de la patita entre un 60 % y 40% y DVA a concentracion de 0.1 mg/mL
disminuyendo un 30% la inflamacion también se observa de EGDMA a la misma
concentracion no tiene un efecto en la disminucién de la inflamacién de la patita de
la rata, todo esto en relacion al control que solo disminuye un 20%
aproximadamente la inflamaciéon. Debe tenerse en cuenta que la distribucion de

enzimas y la aparicion de mediadores pueden cambiar constantemente.
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Grafica XXXII. Evaluacion del efecto inflamatorio con la prueba de Carragenina, de
nanogeles de DVA/IndO.

*** p< 0.001, ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni
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Grafica XXXIII. . Evaluacién del efecto inflamatorio con la prueba de Carragenina, de
nanogeles de EGDMA/IndO.

*** p< 0.001, ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Bonferroni

93



%94

CAPITULOV.
CONCLUCIONES



CONCLUSION 1

Se obtuvieron nanogeles con grupos aminos cationicos, obteniendo un
tamafo de entre 90 nm y 120 nm, con sensibilidad a cambios de pH y temperatura
importantes para cargado Yy liberacion de farmacos como indometacina, donde al
evaluar de manera in vitro la liberacion de farmaco se obtuvo una liberacion
sostenida con respecto al tiempo y concentracion. En las pruebas de citotoxicidad
de observo una disminucion en la viabilidad celular de un promedio de 40%. En los
estudios in vivo con formalina mostraron una disminucion del dolor y las pruebas de
carragenina una disminucion de la inflamacion del sitio de dafio con respecto a los
controles. Estos resultados obtenidos nos permiten avanzar para realizar nuevos
meétodos de administracion de farmacos, permitiendo que la administracion de ellos
sea mas efectiva y eficaz en tiempos mas prolongados, con menos efectos adversos
y secundarios en pacientes con patologias progresivas y que sus tratamientos a

largo plaza dejan de ser eficaces a corto o media plaza.

CONCLUSION 2

El método de polimerizacién en emulsidn sin tensoactivo fue el mejor método
para lograr una sintesis de nanogeles fluorescentes con las caracteristicas
adecuadas. Los nanogeles obtenidos con el método de polimerizacion utilizado
produjeron nanogeles en orden nanométrico catidnicos con grupos amino, los
cuales fueron sensibles al pH y a la temperatura importantes para estudios de
liberacién ya que los tejidos inflamados o dafiados presentan un cambio en su
temperatura y pH normal.

Los métodos utilizados para el cargado de nanogeles con indometacina fue
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adecuado lo que permite evaluar su rendimiento y porcentaje de cargado para
futuros estudios in vivo e in vitro. Los estudios de liberacion de indometacina
muestran un resultado favorable al obtener una liberacién sostenida esto en relacion
con la concentracion de farmaco liberado y tiempo.

La evaluacién de la viabilidad celular con respecto a las distintas
formulaciones de nanogeles nos muestras una citotoxicidad para las células
disminuyendo gradualmente la viabilidad de estas.

Las pruebas de inflamacion con formalina en la primera fase no muestran un
efecto en disminucion del dolor ya que es mas favorable en farmacos opioides, pero
se observa en la fase dos una reduccion en el dolor con respecto a los controles.
COX-2 alcanza su expresion maxima 1 hora después de la inyeccion local de
carragenina. La inyeccion de carragenina al 1% en la pata del ratdbn provoca un
edema, era de esperarse el hallazgo de que un edema, después de la inyeccion
subplantar de carragenina, y el efecto mayormente desinflamatorio de los nanogeles

podria deberse a una mayor unién a enzimas o mediares de la inflamacion.
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