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Resumen:

Las nanopartículas (NPs) de oro generan calor al ser irradiadas gracias a sus propiedades

asociadas al fenómeno del plasmón superficial. Estas propiedades son dependientes del

tamaño y de la morfología, pudiendo aplicarse esto a la liberación controlada de activos con

el objetivo de evitar las interacciones en sitios no específicos y así reducir los efectos

secundarios. Por otro lado, la impresión en 3D es una técnica innovadora de fabricación

aditiva que permite combinar múltiples materiales en un mismo dispositivo y adaptar las

formulaciones a geometrías personalizadas y precisas, difíciles de conseguir con otras

metodologías, Asimismo esto puede aplicarse al diseño de dispositivos farmacéuticos

innovadores. En este sentido, la estereolitografía es la técnica 3D que presenta la mayor

definición y la ventaja de trabajar en solución, sin aplicar temperatura, siendo esto favorable

para la incorporación de nanosistemas dentro de los materiales para impresión.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar la inclusión de nanopartículas de oro (AuNPs) de 2

morfologías distintas, Nanoesferas (AuNEs) y Nanobarras (AuNRs), en matrices poliméricas

mediante la técnica de impresión 3D de estereolitografía, para permitir la liberación

diferencial controlada de fármacos gracias a la irradiación a dos longitudes de onda

diferentes.

Como fármaco modelo se utilizará la niclosamida, un fármaco derivado del ácido salicílico y

que pertenece a clase II según el sistema de clasificación biofarmacéutico (SCB). Este

fármaco inicialmente se utilizó como antihelmíntico, pero en la actualidad se ha

reposicionado contra diferentes tipos de cáncer y COVID -19.

En primer lugar, se deben encontrar los materiales adecuados para desarrollar matrices

poliméricas sensibles a la luz destinadas a ser dispositivos impresos que sean capaces de

responder frente a un estímulo como lo es la irradiación. Para esto se debe encontrar una

región de trabajo en donde los materiales utilizados sean imprimibles, permitan la correcta

solubilización del activo y contengan nanopartículas de oro destinadas a terapia fototérmica.

Se utilizaron mezclas ternarias combinando un fotopolímero (PEGDA), un cosolvente (PEG)

y agua (en donde los nanosistemas se encontraron disueltos). Se desarrolló un diseño de

mezclas simples, mediante el software Design Expert en donde se evaluó la solubilidad del

fármaco en las mezclas ternarias y se escogieron aquellas que tengan mayor potencial para el
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desarrollo del dispositivo.

Una vez optimizados los materiales, se procedió a la etapa de impresión en 3D por la técnica

de estereolitografía en donde se tuvo como objetivo que los materiales escogidos sean

capaces de dar origen a estructuras sólidas tridimensionales precisas y reproducibles.

Finalmente, obtenido los dispositivos impresos, estos se debieron pasar por una serie de

caracterizaciones en donde estudió la inclusión de los nanosistemas de oro, la correcta carga

y estabilidad del activo y la liberación de este mismo desde el dispositivo frente a diferentes

estímulos. Adicionalmente se generó un dispositivo bicapa que contiene dos tipos de

nanosistemas que responden a la irradiación a longitudes de onda distintas, permitiendo así la

liberación controlada del fármaco modelo niclosamida pudiéndose también adaptar la

geometría de este para su uso por diferentes vías de administración.

Mediante los perfiles de liberación, se comprobó que la incorporación de nanosistemas a

materiales de impresión en 3D aumentaron la contribución de la liberación por difusión

Fickiana del fármaco. Los perfiles ajustaron al modelo matemático de Peppas-Sahlin que

describe el mecanismo de liberación de fármacos a partir de sistemas poliméricos

Los dispositivos impresos fueron capaces de controlar la liberación del activo gracias a la

incorporación de nanopartículas y la irradiación con láser de 808 nm y 1064 nm.
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Capítulo 1 Introducción:

Desafíos de la administración espacio temporal controlada de fármacos:

Para que un fármaco pueda desencadenar su efecto terapéutico, la molécula debe interactuar

en un lugar específico de acción y provocar una respuesta farmacológica deseada. El

propósito principal de una formulación farmacéutica radica en la administración segura y

eficaz del fármaco, permitiendo alcanzar concentraciones plasmáticas dentro de los rangos

terapéuticos sin exponer al paciente a niveles tóxicos. 1

Sin embargo, la administración convencional de fármacos presenta un inconveniente

fundamental: el fármaco se distribuye en todo el organismo en lugar de concentrarse

exclusivamente en el sitio de acción terapéutica. Este desafío puede desencadenar problemas

de seguridad al afectar órganos o tejidos no deseados. 2 Además, para lograr que la cantidad

necesaria de fármaco alcance su destino terapéutico, se requiere de la administración de dosis

elevadas y repetitivas lo que conlleva una serie de desventajas como la aparición de efectos

adversos, un mayor riesgo de intoxicación y una disminución en la calidad de vida de los

pacientes. 3

Para superar estos desafíos y optimizar la administración segura de fármacos, se ha

desarrollado la idea de dirigir los activos hacia su sitio de acción deseado.4 Esto ha dado

lugar a una variedad de estrategias relacionadas con las vías de administración y las

formulaciones farmacéuticas utilizadas para entregar las moléculas activas. 5,6

Las formulaciones farmacéuticas desempeñan un papel crucial al determinar parámetros

biofarmacéuticos, como la liberación 6,7, lo que afecta directamente la biodisponibilidad,

eficacia y potencia del fármaco. 1 Las formulaciones de liberación controlada permiten ajustar

la velocidad de liberación y, por lo tanto, el tiempo que la molécula permanece en el

organismo. 6 Además, estas formulaciones pueden ser diseñadas para liberar el fármaco en un

lugar y momento específicos, promoviendo así su interacción en el sitio de acción

terapéutico.

Para que un dispositivo sea capaz de controlar la cinética de liberación de un activo, la

formulación debe ser capaz de responder frente a un estímulo que determine el momento y

mecanismo de liberación. 8
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Existen estímulos internos, como cambios de pH, presencia de iones o presencia de enzimas,

sin embargo, estos presentan una alta intervariabilidad y dependen de las condiciones de cada

paciente. 9

Por otro lado, existen estímulos externos como, por ejemplo, el magnetismo, ultrasonido o la

luz que no dependen de las condiciones fisiológicas del paciente lo que los hacen estímulos

ideales para activar mecanismos de liberación. 10

En este contexto la nanotecnología ha generado gran interés. Esta tecnología permite la

síntesis de nanopartículas que actúan como verdaderas “antenas” que son capaces de generar

respuestas específicas cuando son expuestas a estímulos. 11

Nanotecnología

La reducción del tamaño de partículas a escalas nanométricas conlleva beneficios

significativos en diversas aplicaciones científicas. Estos beneficios incluyen el aumento de la

relación superficie/volumen, lo que facilita la funcionalización de las nanopartículas 12. La

funcionalización permite la adhesión de moléculas en la superficie de las nanopartículas, lo

que, a su vez, simplifica su direccionamiento. 13 Además, la reducción del tamaño de

partícula mejora la velocidad de disolución de principios activos poco solubles,

incrementando su biodisponibilidad y su capacidad de traspasar membranas biológicas.14

En la síntesis de nanopartículas, se dispone de una amplia variedad de materiales tanto

orgánicos como inorgánicos, cada uno con propiedades únicas y aplicaciones específicas.

Dentro de las nanoestructuras orgánicas, destacan nanomicelas, nanoliposomas,

nanocápsulas, dendrímeros y nanopartículas poliméricas. 15,16

Los nanomateriales metálicos presentan propiedades ópticas y magnéticas únicas 11 que

surgen debido a su interacción con la luz. Entre estos materiales, el oro destaca por su

biocompatibilidad, baja citotoxicidad y estabilidad. Estas características hacen que el oro sea

un candidato muy prometedor para aplicaciones en el ámbito de la biomedicina y la

nanomedicina. 17
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Nanopartículas de oro

Las nanopartículas de oro (NPAu) presentan propiedades ópticas y electromagnéticas, entre

las que destaca el fenómeno del efecto plasmónico. 18 Este efecto se debe a la alta densidad

electrónica en la superficie de las nanopartículas de oro, particularmente en su banda de

conducción, lo que permite que los electrones en esta zona se muevan libremente. La

resonancia local plasmónica de superficie (SPLR, por sus siglas en inglés) 19 es un fenómeno

que involucra la oscilación colectiva y sincronizada de los electrones en la capa superficial de

los átomos que componen la nanoestructura (Figura 1). Esta oscilación y excitación se

desencadenan como resultado de la interacción de la nanopartícula con la luz. Esta

interacción resulta en un aumento de la disipación local de la energía, lo que, en el caso de las

nanopartículas de oro, genera fototermia. 12,20

La morfología de la nanopartícula es determinante en la energía requerida para inducir el

SPLR. 21 Esto se debe a que el tamaño y la forma de la nanopartícula limitan el movimiento

de los electrones en el sistema. En el caso de nanopartículas con alta densidad electrónica en

la superficie, como las nanobarras de oro (AuNRs) 22, la energía requerida para excitar a esos

electrones es menor, lo que se traduce en una longitud de onda más larga, ya que existe una

relación inversa entre ambos factores. Por esta razón, el plasmón de las AuNRs de segunda

ventana biológica (AuNRs 2) se encuentra en torno a los 1064 nm, mientras que el de las

nanoesferas (AuNEs), con una menor área superficial, se ubica cerca de los 530 nm.

Figura 1. Representación del efecto de resonancia local plasmónica de superficie (SPLR) de
las nanopartículas de oro. Imagen obtenida de Biorrender.
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Controlando las condiciones de síntesis se pueden obtener diversas estructuras y morfologías

con diferentes plasmones característicos. Esto cobra esencial sentido al sintetizar

nanopartículas que respondan a longitudes de onda ubicadas las regiones de infrarrojo

cercano NIR pudiendo generar aplicaciones en la biomedicina. 22

El infrarrojo cercano es una región del espectro electromagnético que se encuentra cercano al

espectro visible, con longitudes de onda desde los 650 hasta los 2500 nm 23. Esta región no es

visible para el ojo humano y las biomoléculas como el agua, la hemoglobina y los tejidos

biológicos presentan una baja absorción y dispersión en esta zona lo que la hace ideal para

aplicaciones en la medicina. 24 Algunos materiales como las nanopartículas de oro son

capaces de interaccionar con la radiación en estos rangos permitiendo una alta penetración

del tejido sin producir efectos indeseados en los tejidos.

Se han descrito 3 de estas zonas llamadas ventanas biológicas. 25

1° Ventana Biológica NIR I: 650 -950 nm

2° Ventana Biológica NIR II: 1000-1350 nm

3° Ventana Biológica: NIR III: 1500-1800 nm

Las propiedades de estas nanopartículas plasmónicas representan una potencial herramienta

para la medicina, ya que pueden aplicarse de diversas maneras, desde el direccionamiento de

fármacos y el control de la liberación hasta la terapia fototérmica 20,26. La capacidad de ajustar

la longitud de onda del SPLR según la forma y el tamaño de las nanopartículas ofrece una

gran versatilidad en la manipulación de estos materiales para aplicaciones biológicas. 27

Es esencial destacar que, debido a su naturaleza coloidal, las nanopartículas necesitan ser

estabilizadas para evitar la aglomeración y permitir su dispersión en un solvente apropiado. 28

Esta estabilización se puede lograr mediante un agente estabilizante que contrarreste las

fuerzas de atracción entre las partículas y controle el proceso de agregación de los átomos

metálicos, lo que puede lograrse a través de efectos electrostáticos, impedimento estérico, o

una combinación de ambos. 29

Un ejemplo destacado de estabilización es la formación de enlaces covalentes por medio de

moléculas de tiol en las nanopartículas de oro. 30 Los átomos de oro reaccionan con los

grupos sulfhidrilos (SH) de las moléculas con las cuales se funcionalizan las nanopartículas

de oro, creando enlaces covalentes Au-S. 28 Esta estabilización a través de enlaces covalentes
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contribuye a la estabilidad de las nanopartículas de oro empleando moléculas como los

polietilenglicoles terminados en SH. 12

Una de las estrategias innovadoras utilizadas para la incorporación de nanopartículas en

formulaciones farmacéuticas es la tecnología de impresión en 3D. 31 Esta técnica abre nuevas

oportunidades en el campo de la nanomedicina y la terapia fototérmica al permitir la

producción de formulaciones farmacéuticas personalizadas de diversos materiales que

permiten la incorporación de nanopartículas de oro. 32

Impresión 3D

La impresión en 3D es una técnica de fabricación aditiva que se caracteriza por la creación de

objetos sólidos tridimensionales a partir de instrucciones contenidas en un archivo digital 33.

En líneas generales, la tecnología de impresión en 3D permite:

-La creación de estructuras sólidas con precisión y personalización, en una gran variedad de

tamaños y formas. 34

- La capacidad de combinar materiales con propiedades fisicoquímicas diferentes, se pueden

generar tintas con moléculas activas o nanomateriales, los cuales pueden ser distribuidos en

distintas capas o superficies del objeto impreso sin mezclarse entre sí. 35

- La posibilidad de generar geometrías innovadoras, como estructuras huecas o porosas, que

son difíciles de lograr con métodos tradicionales. 36

Gracias a los beneficios que entrega la impresión en 3D, se abre la posibilidad de poder

personificar las terapias y crear nuevas formulaciones farmacéuticas sólidas específicas para

grupos de pacientes con necesidades particulares, como niños, pacientes geriátricos o

disfagia. 34,37

Además de permitir la liberación controlada o sostenida y la dosificación individualizada de

activos, la impresión en 3D permite obtener objetos sólidos con una gran variedad de

posibilidades, permitiendo el diseño de formulaciones farmacéuticas especializadas que se

pueden adaptar a diversas condiciones fisiológicas de los pacientes. 38 Los diseños de

impresión en 3D se pueden obtener mediante el uso de softwares asistidos por modelador

(CAD) 39, está técnica permite crear, analizar y diseñar planos en modelos de tres

dimensiones. Por otro lado, los diseños digitales también se pueden obtener a partir de
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técnicas de imagen en tiempo real, como la resonancia magnética RM o tomografía

computarizada TC, esto representaría la posibilidad de generar dispositivos geométricamente

adaptados a la anatomía individual de los pacientes permitiendo un mayor énfasis en la

personalización de la terapia. 40

Estereolitografía SLA

Dentro del amplio espectro de técnicas de impresión en 3D, destaca la estereolitografía (SLA)

como una de las técnicas con mayor precisión, adicionalmente permite trabajar en solución y

a temperatura ambiente siendo amigable para la incorporación de moléculas termosensibles.
41

En esta técnica, se emplean resinas líquidas que se solidifican o se “curan” mediante la

exposición a un láser por un proceso de fotopolimerización. 42 El sistema SLA más común es

la estereolitografía inversa, en la cual la resina líquida se vierte en un tanque. Cuando

comienza la impresión, la base, conocida como cama de impresión, se sumerge en la resina,

dejando una fina capa de líquido entre la base y el fondo del tanque. En esta etapa, un láser

UV se enfoca en la parte inferior del tanque de resina, esculpiendo una sección transversal del

modelo 3D y endureciendo el material. De este modo, la impresión se construye mediante la

adición de capas sucesivas. Cuando se completa una capa, la cama se retira desde el fondo del

tanque, permitiendo que la resina líquida vuelva a fluir y se prepare para imprimir la siguiente

capa. 40

El proceso de fotopolimerización puede ser desencadenado por diferentes estímulos como la

luz, un haz de electrones, temperatura, entre otros. 43 Para este proceso se necesitan al menos

tres componentes, una fuente de luz, un polímero fotopolimerizable y un fotoiniciador. 44 45

Adicionalmente se pueden incorporar otras materias primas con el fin de modificar la resina,

tales como cosolventes, fármacos o nanopartículas. El resultado final de la reacción es un

sólido que suele ser insoluble.

La reacción de fotopolimerización consta de 3 etapas:

● Iniciación: Los componentes de la resina son irradiados por luz provocando la

formación de especies radicalarias
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● Propagación: Los radicales libres atacan a las unidades del polímero y se propagan.

Los grupos funcionales disponibles reaccionan entre sí y se produce el

entrecruzamiento formando redes reticuladas.

● Terminación: El proceso termina cuando se forman enlaces covalentes entre las redes

reticuladas. 44

Generar dispositivos a partir de reacciones de polimerización brindan varias ventajas en la

industria farmacéutica 46, entre ellos la capacidad de controlar la liberación de un agente

mediante la modificación de parámetros tales como la concentración del polímero, la

concentración del fotoiniciador o el tiempo de irradiación 36. Estos parámetros influyen

directamente en el grado de reticulación del dispositivo final. De esta manera se pueden crear

estructuras con diversos grados de reticulación según los requerimientos de la formulación y

por lo tanto permitiendo controlar la liberación de los agentes activos incorporados en los

impresos. 47

Para generar dispositivos cargados de fármacos mediante impresión en 3D estereolitografía

se pueden seguir dos caminos. En primer lugar, se puede incorporar el activo directamente a

la resina líquida previo al proceso de impresión, en este caso el fármaco se solubiliza y

distribuye homogéneamente en la resina mediante agitación mecánica. 48 Posterior a la

reacción de fotopolimerización que implica el proceso de impresión, las moléculas de

fármacos quedan retenidas físicamente en la red reticulada y estas podrán ser liberadas

cuando el dispositivo final sea sumergido en un medio de disolución que permita la liberación

por difusión. 4 En segundo lugar, el fármaco puede ser incorporado a un dispositivo en blanco

mediante técnicas tradicionales de carga como por ejemplo adsorción, inmersión o

recubrimiento. La ventaja de este segundo método de incorporación es que se protege a la

molécula activa de la degradación que podría significar el proceso de impresión. Sin

embargo, la carga del activo posterior al proceso de impresión implica un proceso de

fabricación adicional y no asegura la incorporación total de la cantidad de fármaco

propuesta. 45,49

Como se mencionó anteriormente, la impresión en 3D basada en sistemas SLA es una

herramienta que otorga gran versatilidad a la hora de diseñar formas farmacéuticas

innovadoras y desarrollar sistemas controlados de entrega de medicamentos. Esto significa
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una oportunidad muy prometedora en la industria farmacéutica, ya que podría solucionar

problemas de dosificación y administración de activos que son imposibles de cubrir con los

métodos tradicionales de formulación. 49,50

Materiales para SLA

El componente principal de las resinas para impresión en 3D es el polímero fotopolimerizable

o monómero. Posterior al inicio de la reacción de polimerización los grupos funcionales de la

estructura forman radicales libres que reaccionan entre sí para formar las redes reticuladas.

Los polímeros más utilizados para SLA son monómeros de acrilatos, metacrilatos y epóxidos
51 Para fines biológicos el polímero debe ser biocompatible y contener grupos acrilatos y /o

metacrilatos en su estructura, la presencia de estos grupos permite una reacción de

fotopolimerización rápida, necesaria para aplicaciones biomédicas. 8,48

El polímero utilizado para la realización de esta tesis es el polietilenglicol di acrilato PEGDA
42 (Figura 2) de dos diferentes pesos moleculares 250 y 575. Actualmente, se han desarrollado

diversos sistemas de entrega de medicamentos a base de este polímero fotosensible. 52, 53. Esta

molécula surge de la incorporación de grupos acrilatos en los extremos de la molécula de

polietilenglicol PEG. El PEG es un material aprobado por la FDA para aplicaciones médicas

y la incorporación de grupos acrilatos le entrega la capacidad de convertirse en una molécula

fotosensible y curable. 37,48

La diferencia de los pesos moleculares afectará a las propiedades mecánicas de los

dispositivos impresos. Las resinas compuestas por monómeros de bajo peso molecular

tienden a formar estructuras quebradizas por formar redes reticuladas rígidas. Las resinas

compuestas por monómeros de alto peso molecular, con temperaturas de transición vítrea

bajas que forman estructuras elastómeras flexibles, lo que las hace ideales para aplicaciones

farmacéuticas. 36,54

Figura 2 Estructura orgánica Polietilenglicol di-acrilato PEGDA
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Otro componente fundamental de la resina es el fotoiniciador .2,55 Los fotoiniciadores son

moléculas generalmente orgánicas, termoestables y que presentan rangos de longitudes de

onda en los cuales presentan una absorción alta de energía. 56 Estos son capaces de

desencadenar las reacciones de polimerización y dependiendo de la naturaleza del

fotoiniciador estas pueden ser radicalarias o iónicas. 57 Dentro de los fotoiniciadores radicales

existen: tipo I de escisión como el difenil óxido fosfina (TPO) o trimetil benzoil óxido de

fosfina (BAPO) y tipo II de abstracción de hidrógeno como Camforquinona (CQ). Se ha

demostrado que los fotoiniciadores tipo I tienen una mayor eficiencia de curado que los tipos

II. 58

En general el fotoiniciador debe tener una buena solubilidad en el polímero, un amplio rango

de absorción y reactividad química y fotoquímica. 59 Para las finalidades biológicas estos

fotoiniciadores deben ser biocompatibles. 60 Se ha demostrado que los fotoiniciadores menos

tóxicos son aquellos que absorben en el rango UV-A que comprende longitudes de onda

desde el 315 a los 400 nm. 56 La elección del fotoiniciador va a ser determinante para

parámetros como la toxicidad de la resina y la velocidad de la reacción de

fotopolimerización.

Bajo estos antecedentes, se seleccionó el fotoiniciador difenil (2,4,6-trimetilbenzoil) Óxido

de fosfina (TPO) (Figura 3) que pertenece al tipo I y absorbe longitudes de onda entre 365 y

425 nm. 57,58,60

Figura 3 Estructura orgánica Difenil (2,4,6- trimetilbenzoil) Óxido de fosfina)
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El mecanismo de la reacción de fotopolimerización comienza cuando la impresora somete a

la molécula de TPO a irradiación con una longitud de onda a 406 nm. 61 Se plantea la

hipótesis de que se produce una ruptura homolítica de la molécula generando dos radicales

libres que pueden reaccionar con los grupos acrilatos del PEGDA iniciando la etapa de

propagación como se puede apreciar en la Figura 4. Finalmente, la reacción termina cuando

se forman enlaces covalentes entre los polímeros entrecruzados. 62,63

Figura 4 Mecanismo de fotopolimerización propuesto de PEGDA y TPO.

Adicionalmente, a las resinas líquidas se le pueden incorporar otras moléculas que puedan

promover la solubilización de activos o servir como coadyuvantes del proceso de impresión.
52,64 El Polietilenglicol PEG 400 (Figura 5) es un poli éter, ampliamente utilizado como

disolvente debido a sus propiedades fisicoquímicas. A mayor peso molecular del PEG será

más soluble en agua. 65 Para aplicaciones de este trabajo, se utilizará como co-disolvente del

activo y diluyente para controlar la capacidad de reticulación del PEGDA 65. Además, es

biodegradable, biocompatible y no tóxico.
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Figura 5 Estructura orgánica Polietilenglicol (PEG)

Dentro de las ventajas que ofrece la técnica de SLA con respecto a otras técnicas

encontramos una alta resolución y precisión de los impresos. 66 Debido a su alta versatilidad,

se pueden diseñar y crear distintos tipos de resinas líquidas fotopolimerizables y al trabajar en

solución, se pueden incorporar diversas moléculas como fármacos y /o nanopartículas. 67

Gracias a todas las ventajas antes mencionadas, se llega a la hipótesis que las nanopartículas

plasmónicas y la impresión en 3D generarán un efecto sinérgico entre sí, ya que combinan la

alta precisión en el desarrollo de objetos tridimensionales, la personalización y la posibilidad

de combinar e incorporar diferentes materiales en un dispositivo que nos ofrece la impresión

en 3D con las propiedades ópticas y magnéticas de las nanopartículas plasmónicas.

De esta manera, se propone diseñar un dispositivo farmacéutico impreso en 3D mediante la

técnica de SLA que contenga nanopartículas de oro con el objetivo que estas respondan frente

a un estímulo y permitan controlar la cinética de liberación de un activo.

El fármaco modelo utilizado para el desarrollo del dispositivo propuesto es la niclosamida

(Figura 6). La niclosamida es un fármaco derivado del ácido salicílico y que pertenece a clase

II según el sistema de clasificación biofarmacéutico (SCB), debido a su baja solubilidad y

alta permeabilidad. 68 Inicialmente se utilizó como antihelmíntico para el tratamiento de

parásitos como la Taenia Sp. El mecanismo de acción del fármaco es mediante la inhibición

de la fosforilación oxidativa en el parásito. Actualmente se ha reposicionado este fármaco y

se ha estudiado su utilidad contra cáncer gástrico, de próstata, mama y también ha

demostrado eficacia contra COVID y Helicobacter pylori. 69–71
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Figura 6 Estructura orgánica niclosamida

Hipótesis

El diseño y desarrollo de dispositivos impresos en 3D mediante estereolitografía que

contienen nanopartículas de oro de diferente morfología y un fármaco modelo permitirá el

control de la liberación del principio activo mediante la exposición del dispositivo a

estímulos externos como la irradiación a diferentes longitudes de onda.

Objetivo general

Diseñar, desarrollar y caracterizar dispositivos impresos en 3D destinados a terapia

fototérmica combinando la técnica de impresión estereolitografía con nanopartículas de oro

de diferentes morfologías para la liberación controlada de niclosamida.

Objetivos específicos

● Objetivo Específico 1: Desarrollar materiales de impresión para SLA sensibles a la luz

para terapia fototérmica.

● Objetivo Específico 2: Estudiar el efecto de la inclusión de nanosistemas de oro en un

dispositivo sólido fabricado mediante impresión en 3D y evaluar su influencia en la

liberación controlada del fármaco modelo niclosamida.
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● Objetivo Específico 3: Generar un dispositivo bicapa que contenga dos tipos de

nanopartículas y que sea capaz de responder a estímulos y liberar de manera controlada el

fármaco modelo niclosamida.
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Capítulo 2: Materiales y Métodos.

2.1 Materiales:

Niclosamida (NICLO) (Lote 0000122971), Polietilenglicol diacrilato 250 (PEGDA 250),

polietilenglicol 575 (PEGDA 575), polietilenglicol 400 (PEG 400) y oxido de difenil

(2,4,6-trimetilbencoil) fosfina (TPO) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Missouri, Estados

unidos). Se utilizó agua Milli-Q ultrapura con una resistividad de 18,2 MΩ a 25°C, filtrada a

través de un filtro de tamaño de poro de 0,22 µm, en el estudio. A menos que se especifique

lo contrario, todos los demás productos químicos fueron de grado analítico.
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2.2 Metodología

Esquema general de metodología:

Figura 7 Esquema representativo de Metodología General
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2.3 Síntesis de Nanopartículas de Oro

Los nanosistemas fueron sintetizados mediante el método de síntesis químico bottom up, que

consiste en la nucleación y crecimiento de las nanopartículas, a partir de un precursor

metálico y la posterior reducción de este a valencia 0.72

Para la obtención de Nanoesferas (AuNEs). Las AuNEs fueron preparadas por reducción

con citrato. Una solución acuosa de HAuCl4 fue llevada a reflujo y luego de 10 min se le

agregó una solución acuosa de citrato de sodio 38,8 mM calentada entre 50 y 60°C. Se dejó el

sistema a reflujo en un balón de fondo redondo durante 30 minutos exactos hasta la obtención

de una solución roja oscura. Una vez obtenidas las AuNEs el pH se ajustó entre 7-8

utilizando una solución de NaOH diluido. 12,73

Los nanobarras de Oro (AuNRs 2) de 1064 nm se sintetizaron utilizando el método de

crecimiento mediado por semillas modificado. La semilla se preparó mezclando 85 µL de una

solución de HAuCl4 (29,4 mM) con 4,915 ml de CTAB (0,1 M) como agente estabilizante y

se agitó durante 5 min; luego se añadieron 300 µL de una solución fría de NaBH4/NaOH (10

mM/0,01 M) para reducir el oro y se mantuvo en agitación durante 30 min. Posteriormente, la

solución de crecimiento se preparó añadiendo 170 µl de solución de oro HAuCl4 (29,4 mM) a

9,83 ml de CTAB. (0,1 M) y se agitó durante 10 min. Luego, se añadió 1 ml de AgNO3 (10

mM) a la mezcla y se agitó durante 30 seg. Pasado el tiempo se agregaron 500 µL de

hidroquinona (100 mM) y se dejó agitando hasta que cambió de color (de amarillo a

incoloro). Finalmente, se extrajeron 160 µL de la semilla y se mezclaron con la solución de

crecimiento, se dejaron reposar durante la noche.

La funcionalización de las AuNRs 2 se realizó mediante 2 centrifugaciones de 30 minutos a

12.500 rpm con el fin de remover el CTAB, posteriormente se resuspendieron en 10 mL de

agua Milli- Q y se sometió a agitación constante, se agregó 100 µL de una solución de KOH

1M y posteriormente 700 µL de una solución de PEG-Ome al 0,1 M. Se dejó en agitación

durante 1 hora y se centrifugó a 12.500 rpm por 1 hora, finalmente se resuspendieron en 10

mL de agua Milli-Q. 22

Las nanobarras de primera ventana (AuNRs 1) se sintetizaron utilizando el método de

crecimiento mediado por semillas. La semilla se preparó mezclando 85 µL de una solución de

HAuCl4 (29,4 mM) con 4,915 ml de CTAB (0,1 M) como agente estabilizante y se agitó
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durante 10 min; luego se añadieron 300 µL de una solución fría de NaBH4/NaOH (10

mM/0,01 M) para reducir el oro y se mantuvo en agitación durante 30 min. Posteriormente, la

solución de crecimiento se preparó añadiendo 170 µl de solución de oro HAuCl4 (29,4 mM) a

9,83 ml de CTAB. (0,1 M) y se agitó durante 10 min. Luego, se añadió 75 µL de Ácido

ascórbico (100 mM) a la mezcla y se agitó durante 30 seg. Pasado el tiempo se agregaron 80

µL de AgNO3 (5 mM) y se dejó agitando por 30 segundos, luego se extrajeron 120 µL de la

semilla y se mezclaron con la solución de crecimiento, se dejaron reposar durante 2 horas.

Adicionalmente las AuNRs 1 se funcionalizaron agregando 100 µL de KOH (1M) y 50 µL de

PEG-Ome (1mM), se agitó por 10 min y luego se centrifugó a 12600 rpm por 10 min. Se

resuspendieron en 10 mL de agua Milli-Q y se añadió una solución de KOH 100 µL (1 M) en

agitación por 30 segundos, posterior se agregaron 300 µL de PEG-COOH (1mM). Se sometió

a una última centrifugación a 12600 rpm por 20 min y se resuspendieron en 10 mL de agua

Milli-Q.26

2.3 Espectrofotometría UV-Vis.

La resonancia de plasmón de las AuNEs y AuNRs se evaluó a través de espectroscopia UV,

utilizando un espectrofotómetro Agilent 8453 UV-DAD (Agilent Technologies, Santa Clara,

EE. UU.) controlado por el software Chemstation v.B04-02. La configuración de medición

incluyó una resolución de 1 nm y un rango de 190 a 1100 nm.

2.4 Determinación de diámetro hidrodinámico e índice de polidispersidad:

Los nanosistemas sintetizados se sometieron a caracterización de su diámetro hidrodinámico

(tamaño) e índice de polidispersión (PDI) utilizando la técnica de dispersión de luz dinámica

(DLS) con dispersión no invasiva, medida a un ángulo de 173° a través de un instrumento

Zetasizer® Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido). Antes de las

mediciones (realizadas en triplicado), las muestras se diluyeron en agua Milli-Q

adecuadamente (1:100).

2.5 Análisis de seguimiento de nanopartículas (NTA).

La concentración de las AuNEs y AuNRs se cuantificó mediante análisis de seguimiento de

nanopartículas (NTA) utilizando un sistema NanoSight NS300 (NanoSight, Amesbury, Reino

Unido). Antes de la caracterización, se realizó una dilución de 1:100 utilizando agua Milli-Q.
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2.6 STEM

Las muestras se sometieron a observación a través de microscopía electrónica utilizando un

microscopio electrónico de transmisión de barrido, el FEI Inspect F50. Para lograrlo, se

colocaron 20 µL de cada muestra en una rejilla de cobre con recubrimiento de

Formvar/carbono durante 2 minutos. Luego, la rejilla se sometió a un doble enjuague con

agua Milli-Q, cada uno durante un minuto, después de lo cual se secó cuidadosamente

utilizando papel absorbente Whatman.

2.7 Diseño de matrices para Impresión en 3D

Para la fabricación de matrices poliméricas como materiales para impresión 3D a través de

fotopolimerización en batea, se estudió la solubilidad del fármaco modelo niclosamida en

mezclas ternarias. Las proporciones para preparar estas mezclas se obtuvieron utilizando el

software Design Expert. El diseño experimental ternario fue un diseño de centro mixto. Se

combinaron diferentes proporciones de un fotopolímero (PEGDA), un cosolvente (PEG 400)

y agua, en la que se suspendieron los nanosistemas. Se realizaron combinaciones de

solventes, lo que resultó en 13 matrices diferentes, y se evaluó la solubilidad del fármaco

mediante espectroscopía UV-Vis. Las determinaciones se realizaron en triplicado.

2.8 Evaluación de solubilidad de niclosamida en matrices:

Los datos de solubilidad expuestos se obtuvieron mediante un ensayo de solubilidad en donde

se dispusieron las 13 matrices diseñadas en tubos eppendorf de 1,5 mL y se agregó la

cantidad de niclosamida suficiente para sobresaturar la solución, se dejó en agitación

constante por 72 horas y posteriormente se centrifugaron y filtraron las muestras, se tomó el

sobrenadante y se midió mediante espectrofotometría UV-Vis. Todo el ensayo se realizó a 25

°C.

2.9 Reología

Los análisis reológicos se realizaron a temperatura de 25 °C y presión atmosférica. Se utilizo

el equipo HAAKE RheoStress 1, utilizando el sensor plato-plato PP35 Ti con una separación

de 1 mm. Se prepararon las matrices 2, 3, 5 y 6 con PEGDA 250 y PEGDA 575 y se

realizaron mediciones en triplicado de las 8 matrices totales. Adicionalmente se analizaron

muestras control como el PEG 400 y el PEGDA 250 y PEGDA 575.
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2.10 Proceso de Impresión en 3D
Los cilindros de 3x5 mm se diseñaron utilizando el software CAD Fusion 360 (Autodesk

Inc., California, EE. UU.), y luego los archivos de impresión se generaron utilizando

Chitubox (CTB SDK, Guangdong, China). Las impresiones se realizaron utilizando una

impresora Anycubic Photon S (Anycubic, Shenzhen, China), y los objetos impresos se

lavaron con agua Milli-Q y se curaron a 405 nm durante 1 minuto en un dispositivo Anycubic

Wash and Cure (Anycubic, Shenzhen, China). Los parámetros de impresión utilizados para

las matrices con PEGDA 250 y PEGDA 575 se muestran en la Tabla 1.

Para la impresión en 3D del dispositivo bicapa con PEGDA 575 se siguieron los mismos

parámetros de impresión que para los dispositivos monocapa, se inició el proceso con una

resina que contenía AuNRs 2 sin embargo, la impresión se detuvo a la mitad (capa 84) y se

cambió la resina por una que contenía las AuNRs 1.

Tabla 1 Parámetros de impresión de matrices poliméricas fotopolimerizables.

2.11 Microscopía Óptica
Las muestras se colocaron en una lámina de vidrio calibrada y se observaron bajo un

microscopio óptico (modelo OLYMPUS BX-51) a una magnificación de 10x.

2.12 Espectroscopía infrarroja

Se utilizó un equipo FT-IR modelo iS50 de Thermo Scientific Nicolet para medidas de

transmisión y reflectancia. Se tomaron alícuotas de las matrices 5 y 6 antes y después de

someterlas al proceso de impresión y se caracterizaron por espectroscopía infrarroja.
29

Parámetro de Impresión PEGDA 250 PEGDA 575

Capas totales 109 168

Tiempo de exposición (seg) 4 20

Tiempo de exposición de la primera capa (seg) 65 80

Distancia de elevación (mm) 5 5

Altura de capa (mm) 0,05 0,05

Velocidad de elevación (mm/min) 65 180

Velocidad de retracción (mm/min) 150 150



Adicionalmente se sometieron los dispositivos sólidos a un proceso de congelamiento con

nitrógeno líquido y posterior pulverización para poder caracterizarlos por FITR. A modo de

control se analizó el TPO, PEG 400 y PEGDA 575.

2.13 Resonancia magnética nuclear de fósforo

Se obtuvieron los espectros de fósforo de transformadas de Fourier mediante la utilización

del equipo de resonancia magnética nuclear BRUKER AVANCE-200 de la Pontificia

Universidad Católica de Chile, el solvente utilizado para todas las muestras fue DMSO – d6.

Mediante el software ORIGIN se obtuvieron las imágenes de los espectros de las matrices 5 y

6 antes y después de la impresión y de los sólidos pulverizados con nitrógeno líquido y

solubilizados en DMSO d-6.

2.14 Uniformidad de Peso

Siguiendo las pautas indicadas en la USP (Farmacopea de los Estados Unidos, 2007), se

evaluó la uniformidad de los pesos de las formas obtenidas. Para ello, fue necesario pesar

diez impresiones de igual tamaño, calcular la masa promedio y verificar que no más de dos

masas individuales se desviaran en más del 5% de la masa promedio. Se transportaron diez

copias de cada matriz a la balanza analítica para determinar el peso de cada impresión. Estas

impresiones se pesaron meticulosamente dentro de un tubo Eppendorf de 1,5 mL. Antes del

proceso de pesaje, la balanza se calibró utilizando el tubo Eppendorf vacío para asegurarse de

que solo se registrará el peso de la impresión en sí misma.

2.15 Microscopía Electrónica de Barrido

Se utilizó microscopía electrónica de barrido (SEM) (FEI Inspect 50-USA con un voltaje de

aceleración de 3-20 kV) a magnificaciones entre 500x y 14,000x para analizar la morfología

superficial y la estructura interna de las impresiones.

Para los estudios de análisis estructural de los dispositivos sólidos frente a diferentes

estímulos se dispusieron 4 dispositivos sólidos, 2 con AuNRs 2 y 2 sin AuNRs, estos fueron

sumergidos en un medio de PBS con Tween 80 al 1% por 5 minutos a temperatura ambiente

(25°C). 2 de estos dispositivos se sometieron a irradiación a 1084 nm durante estos 5 minutos
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y se observó bajo el microscopio. El esquema de preparación de muestras se representa en la

Figura 8.

Figura 8 Esquema representativo de metodología de la preparación de muestras para ensayo
de análisis estructural SEM.

2.16 Evaluación del efecto fototérmico:

Se utilizaron un láser de 532 nm (LDCU5/9020, Power Technology, Alexander, AR, EE.

UU.), un láser de 1064 nm (IQ1A350, Laseray Inc., EE. UU.) y un láser de 808 nm

(IQ1A350, Laseray Inc., EE. UU.) para irradiar las AuNEs y AuNRs2 y AuNRs1 en una

cámara oscura cercana para evaluar el efecto fototérmico de las nanopartículas en los

dispositivos impresos. La potencia del láser utilizada fue de 300 mW, 400 mW y 350 mW

respectivamente. Las imágenes se capturaron con una cámara termográfica FLIR E8xt (FLIR

Systems Inc, Washington DC, EE. UU.). Los objetos impresos con nanopartículas y las

impresiones de control sin nanopartículas se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL con

PBS. Posteriormente, se irradiaron durante 5 minutos, y se evaluaron los cambios de

temperatura para determinar el efecto fototérmico de las nanopartículas en las impresiones

3D.
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El dispositivo control en ambos casos fue la matriz 6 sin nanopartículas de oro. Para el

control de las AuNEs se irradió el blanco con un láser de 532 nm, en el caso del control de las

AuNRs2 se irradió el blanco con un láser de 1064 nm y para el control de las AuNRs 1 se

irradió el blanco con un láser de 808 nm.

2.17 Evaluación de la Liberación sin Irradiación y el Equilibrio de Solubilidad
en Fase por Espectrofotometría UV-Vis.

Los dispositivos impresos se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 Ml con PBS y se

sometieron a una agitación continua a 250 rpm en un termoagitador a 37 °C. Se tomó una

muestra de 1 mL para su medición en el espectrofotómetro UV-Vis a los 30 minutos, 60

minutos, 90 minutos, 120 minutos y 4320 minutos (equivalente a 3 días). La muestra tomada

para la medición se devolvía al mismo tubo para asegurar que la concentración de

niclosamida liberada fuera acumulativa. Las determinaciones se realizaron en triplicado.

2.18 Evaluación de la Liberación mediante irradiación con láser por
Espectrofotometría UV-Vis:

Los dispositivos se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se irradiaron durante 15

minutos utilizando un láser de 532 nm (LDCU5/9020, Power Technology, Alexander, AR,

EE. UU.) o un láser de 1064 nm (IQ1A350, Laseray Inc., EE. UU.), y la liberación del

fármaco modelo se registró midiendo la espectrofotometría UV-Vis a 333 nm cada minuto.

Las determinaciones se realizaron en triplicado.

2.19 Análisis estadístico:

Cada resultado se expresó con su valor medio ± error estándar (SD). Se utilizó el software

GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, CA, EE. UU.) para el análisis estadístico. Se

utilizó una prueba de análisis de varianza para la comparación/ análisis estadístico. Se

consideró estadísticamente significativo un valor de p igual o menor a 0,05.

2.20 Estudios de liberación con y sin irradiación por Cromatografía Líquida
(HPLC)

La fase móvil utilizada fue preparada a partir de una solución de Fosfato dihidrógeno de

potasio KH2PO4 al (0,01 M) y Acetonitrilo CH3CN en proporción 60:40 v/v. Se utilizó una
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columna Zorbax C189 (250 x 4,5, 5 µm), las condiciones cromatográficas fueron el flujo a 1

ml/min, temperatura de la columna 30°C, pH=7, tiempo de retención 4.0 min, volumen de

inyección 20 µl y detector UV con DAD a 350 nm. 74

Inicialmente se realizó una curva de calibración. La solución estándar de niclosamida fue

preparada pesando 5 mg de niclosamida y disolviéndose en 25 mL de una solución de PBS al

1 % / Tween 80 al 1%. Se realizaron diluciones en 8 puntos abarcando concentraciones en el

rango de 1 a 25 mg/L. La solución estándar fue filtrada con un filtro de 0,22 µm y se

inyectaron 20 µl al HPLC. Cada muestra se midió en triplicado.

Preparación de muestras para determinación por HPLC:

Para los estudios con irradiación se pesaron 7 dispositivos impresos y se dispusieron en tubos

eppendorf de 1,5 mL. A cada uno se le agregó 1 mL de una solución de PBS/Tween 80 al 1%.

Los dispositivos sumergidos se sometieron a tiempos de irradiación de 1, 2, 3, 5, 8, 13 y 15

minutos y se tomó el sobrenadante. Se filtró el sobrenadante con un filtro de 0.22 µm y se

inyectaron 20 µl al HPLC. Cada muestra se midió en triplicado

Para los estudios de liberación sin irradiación se pesaron 5 dispositivos impresos y se

dispusieron en tubos eppendorf de 1,5 mL. A cada uno se le agregó 1 mL de una solución de

PBS/Tween 80 al 1%. Los dispositivos sumergidos se sometieron a agitación a 300 rpm por

30, 60, 90, 120 y 1440 minutos y se tomó el sobrenadante. Este se filtró y se inyectó en el

equipo de HPLC. Cada muestra se cuantificó por triplicado.

Para los estudios de liberación del dispositivo bicapa, se pesaron 3 dispositivos y se

dispusieron en tubos eppendorf de 1,5 mL. A cada uno se le agregó 1 mL de una solución

PBS/Tween 80 1%. El sólido 1 se sometió a irradiación durante 15 minutos con un láser de

808 nm, el sólido 2 se sometió a 15 minutos con un láser de 808 nm y 15 minutos con el láser

de 1064 nm. El sólido 3 no fue expuesto a irradiación y se tomó la muestra a los 30 min bajo

agitación mecánica.

Ajuste a modelos cinéticos:

Se dispusieron los datos obtenidos de los estudios de liberación en el programa DDsolver

para modelar y ajustar cinéticas de perfiles de liberación de fármacos.75,76

Los modelos cinéticos probados fueron: Orden 0, Orden 1, Higuchi, Korsmeyer-peppas y

Hixson-Crowell y sus ecuaciones respectivas se pueden ver en la Tabla 2.
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Tabla 2 Ajustes cinéticos del programa DDsolver

Modelo cinético Ecuación

Orden 0 F=K0 x t

Orden 1 F=100 x (1 – e-k1 x t)

Higuchi F= Kh x t0.5

Korsmeyer Peppas F= Kkp x tn

Peppas- Sahlin F= K1 x tm + K2 x t2m
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Capítulo 3 Resultados y Discusión

Objetivo específico 1. Desarrollar materiales de impresión para SLA sensibles a

la luz para terapia fototérmica.

Se propuso diseñar una matriz líquida para impresión en 3D que este compuesta por el

polímero fotosensible PEGDA, un cosolvente PEG, nanopartículas de oro resuspendidas en

agua Milli -Q, un fotoiniciador Difenil (2,4,6-trimetilbenzoil) óxido de fosfina (TPO) y el

fármaco modelo niclosamida. Para poder alcanzar este objetivo se tuvieron que obtener los

componentes necesarios. Es por esto que, inicialmente se sintetizaron nanosistemas de oro de

diferentes morfologías y por ende con distintos plasmones superficiales. Los nanosistemas

probados fueron: Nanoesferas (AuNEs) y Nanobarras (AuNRs) de dos diferentes relaciones

aspecto, de segunda ventana (AuNRs 2) de relación aspecto 5,9 y de primera ventana

(AuNRs 1) de relación aspecto 2,9.

Caracterización por UV-Vis:

En la Figura 9.a) se puede observar el plasmón característico de las nanoesferas (AuNEs) a

532 nm. En la Figura 9.b el plasmón característico de las nanobarras de segunda ventana

(AuNRs 2) a 1086 nm en donde, también se puede observar un plasmón cercano a 530 nm

que corresponde principalmente al plasmón transversal de las AuNRs. En la Figura 9.c el

plasmón característico de las nanobarras de primera ventana (AuNRs 1) a 774 nm, al igual

que en las AuNRs 2 el plasmón transversal a 530 nm.

Figura 9 : Caracterización por espectrofotometría UV-Vis de las nanopartículas de oro
dependiente de su morfología a) AuNEs b) AuNRs c) AuNRs 1.
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En la Tabla 3 se pueden observar los datos correspondientes a la caracterización de los

nanosistemas mediante potencial Z y diámetro hidrodinámico. De esta manera se obtuvieron

parámetros de estabilidad coloidal, considerando estable aquellos valores de potencial Z

cercanos a ± 30 mV 77 . De esta manera, las partículas tendrán una fuerza de repulsión

electrostática suficiente para no aglomerarse y desestabilizar la suspensión coloidal. Además,

la medición del diámetro hidrodinámico nos entrega un estimativo del tamaño de partícula.

Sin embargo, estos valores se verán afectados por la anisotropía de cada nanosistema y por el

sistema de medición del equipo que se basa en el movimiento browniano de las partículas en

suspensión. En el caso de la AuNEs, el potencial Z fue de -48 mV, esto implica una buena

estabilidad coloidal, el valor del potencial es negativo debido a la carga del citrato de sodio

utilizado en la síntesis de las AuNEs. Adicionalmente el diámetro hidrodinámico arrojó un

valor de 27 nm. Si bien el valor esperado según el protocolo de síntesis es cercano a 30 nm, la

medición de este parámetro cuenta con el valor añadido de la esfera de solvatación por lo que

es esperable un leve aumento en el valor de la medición del diámetro hidrodinámico.

Para las AuNRs 2 sin pegilar, el potencial Z arrojó un valor de +32 mV, evidenciando una

estabilidad coloidal deseada, este valor es positivo debido al estabilizante CTAB utilizado en

su síntesis ya que posee un grupo amonio en su estructura que le entrega una carga positiva.

Adicionalmente este agente puede ser tóxico para las células debido a su capacidad

surfactante y al grupo amonio, lo que lo hace ser altamente reactivo con componentes

orgánicos, es por esta razón que se eliminará el CTAB mediante la funcionalización con

HS-PEG-O-me para todas las nanobarras que involucren CTAB en su síntesis. Por otro lado,

el diámetro hidrodinámico transversal dio un valor de 4 nm y el longitudinal de 60 nm, sin

embargo, al ser estructuras anisotrópicas los valores obtenidos son estimados a partir de la

aproximación de que las partículas son esféricas (según ajustes realizados por el software del

equipo) por los que es más fidedigno considerar los valores obtenidos por microscopía

electrónica.

Para los AuNRs 2 PEG-Ome el valor del potencial Z disminuyó a – 20 mV indicando que se

logró remover el CTAB de la superficie. Adicionalmente los valores de diámetro

hidrodinámico aumentaron según lo esperado tras la funcionalización de la superficie de las

nanopartículas.

Para las AuNRs 1 en CTAB se obtuvo un valor de potencial Z positivo, debido a las cargas

del estabilizante, cuando se funcionalizaron con PEG-Ome el valor de potencial Z disminuyó
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a -33 mV esto es concordante a la presencia de los grupos metoxilos. Adicionalmente se

funcionalizaron con HS-PEG-COOH, esto debido a que estas nanopartículas presentaban

inestabilidad coloidal al cabo de unos días cuando fueron funcionalizadas solo con

PEG-Ome. El potencial Z se mantuvo negativo, esto debido a las cargas del carboxílico y se

mantuvieron estables en el tiempo y en las matrices. Los valores de diámetro hidrodinámico

están sobre lo esperado según la síntesis, pero al igual que para las AuNRs 2 estos valores se

verán afectados por la morfología anisotrópica de estos nanosistemas.

Tabla 3 :Caracterización AuNEs, AuNRs por potencial Z y Diámetro hidrodinámico.
Medición en quintuplicado de 1 lote

Nanosistema Potencial Z
(mV)

Diámetro
hidrodinámico
(nm)

Dh.
Transversal
(nm)

Dh.
Longitudinal
(nm)

PDI

AuNEs -48± 3 27 ± 1.2 - - 0.24

AuNRs 2
CTAB

32.0 ± 0.3 - 4.0 ± 0.5 60 ± 16 0,47

AuNRs 2
-PEG- Ome

-21± 6 - 17± 9 208 ± 129 0.30

AuNRs 1
CTAB

24± 13 - 6,7 ± 1,8 74,76 ± 53 0,65

AuNRs 1
PEG-Ome

-20 ± 7 - 1,6 ± 0,5 59 ± 35 0,63

AuNRs 1
PEG-COOH

-35 ± 9 - 3.0 ± 0,9 69 ± 38 0,64

Adicionalmente los nanosistemas fueron caracterizados por NTA con el fin de obtener

parámetros de concentración y tamaño de partícula como se muestra en la Figura 10 en donde

se observó un diámetro promedio de 35 nm para las AuNEs, de 53 nm para las AuNRs1

PEG-COOH y de 70 nm para las AuNRs 2 PEG-Ome.
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Figura 10 Análisis de seguimiento de nanopartículas NTA.

En la Figura 11. Se pueden observar las imágenes obtenidas por microscopía electrónica de

los 3 nanosistemas sintetizados junto con sus histogramas de distribución de tamaño y

aspecto en el caso de las AuNRs. En la Figura 11 a) y d) se observan las AuNEs por

microscopía electrónica en donde se obtuvo un valor promedio de 22 nm de diámetro según

los histogramas de tamaño. En la Figura 11 b) y e) se observan las AuNRs 2 obtenidas con

un diámetro de 70 y 80 nm y una relación aspecto de 5,9. En la figura 11. c) y f) Las AuNRs

1 con un diámetro longitudinal promedio entre 32 y 34 nm y una relación aspecto de 2,9.

Esto demuestra, en conjunto con las demás caracterizaciones ya mencionadas, que se

sintetizaron los nanosistemas de manera exitosa que absorben energía dentro de las

longitudes de onda deseadas.
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Figura 11. a) Caracterización AuNEs por STEM b) Caracterización AuNRs 2 por STEM c)
Caracterización AuNRs 1 por STEM. d) Histogramas de distribución de tamaño AuNEs e)
Distribución longitudinal y transversal AuNRs f) Distribución longitudinal y transversal
AuNRs1

Posterior a la obtención y caracterización de los nanosistemas se procedió a diseñar la

formulación de los otros componentes de las matrices poliméricas para impresión en 3D,

proponiendo distintas proporciones de PEGDA, PEG y agua (en donde se resuspendieron los

nanosistemas).

Utilizando un tipo de diseño centrado mixto y mediante el software Desing expert, se

obtuvieron 13 mezclas ternarias compuestas de PEGDA, PEG y Agua. De esta manera se

propuso estudiar la solubilidad del fármaco modelo niclosamida en cada una de las matrices

propuestas. Los datos de solubilidad expuestos, así como las proporciones de las mezclas se

exponen en la Tabla 4. El polímero fotosensible PEGDA es el responsable del grado de

entrecruzamiento de los monómeros a la hora de solidificar la resina líquida, por lo que va a

determinar el comportamiento fisicoquímico y reológico de la matriz líquida y las

condiciones finales de los impresos sólidos. Es por esto que, en este estudio se incluyen dos

PEGDA de diferente peso molecular 250 y 575, con el fin de seleccionar aquel que permita la
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liberación controlada de niclosamida y consiga una impresión exitosa con parámetros de

printabilidad esperados.

La proporción de agua en las matrices ternarias es en donde se incorporaron los

nanosistemas, por lo que en todas las matrices existirá al menos un 10 % de concentración de

este componente.

La concentración de nanosistemas será una constante en todas las matrices y el valor

dependerá de la concentración final obtenida de la síntesis y la concentración necesaria para

generar fototermia. A continuación, la Tabla 5 resume las concentraciones de cada

nanosistema obtenidas al final de la síntesis y pegilación en el caso de las AuNRs por NTA.

Tabla 5 Concentración de nanopartículas utilizadas obtenidas por NTA.

Nanosistema Concentración

AuNEs 176 pM

AuNRs 2 26,7 pM

AuNRs 1 48,65 pM

Tabla 4 Proporciones de la composición de las matrices formuladas por el software Design
expert y la solubilidad de niclosamida en cada una de ellas.
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N° de

matriz

PEGDA

%

PEG 400

%

H20 % Solubilidad

niclosamida

µg/ mL

PEGDA 250

Solubilidad

niclosamida

µg/mL

PEGDA 575

Matrices

candidatas

a

impresión

en 3D

1 20 35 45 54,40 294,58

2 20 70 10 11778,6 2804,13 x

3 31,67 46,67 21,67 4773,27 1845,79 x



Se dispusieron los datos de solubilidad en el software Design Expert y se obtuvo un gráfico

de superficie respuesta como se observa en la Figura 12. En donde la mayor solubilidad del

activo se representa en las zonas con colores anaranjados.

En el caso de las matrices formuladas con PEGDA 575, se observaron porcentajes de

solubilidad de niclosamida más elevados con el aumento gradual del contenido de PEGDA,

siendo la matriz 6 la que presentó una mayor solubilidad de niclosamida. Por otro lado, en el

caso del PEGDA 250, se evidenció que la niclosamida exhibía una mayor solubilidad en las

matrices con un mayor porcentaje de PEG 400. Esta diferencia podría atribuirse al peso

molecular del polímero PEGDA y la exposición de grupos acrilatos que afectarán a las

características fisicoquímicas de la matriz final. En todos los casos los valores de solubilidad

de niclosamida en las matrices poliméricas fue mayor que la solubilidad de niclosamida en

agua 8 µg /ml 78 . Este aumento de la solubilidad de niclosamida en presencia de polímeros

como el PEGDA concuerda con literatura en donde se estudió el aumento de la solubilidad de

niclosamida en presencia de polímeros hidrofílicos como la hidroxipropilmetil celulosa

HPMC 79.
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4 55 0 45 218,417 190,25

5 55 35 10 53070,75 2565,81 x

6 90 0 10 4069,54 5556,04 x

7 66,67 11.67 21,67 57,6347 2727,12

8 20 0 80 142,722 12,83

9 20 0 80 13,1332 14,10

10 90 0 10 3974,75 3990,61

11 43.33 23.33 33.33 56,1352 759,87

12 31,67 11,67 56,67 16,0521 46,91

13 20 70 10 13385,8 3695,39



Figura 12 Gráfico de superficie respuesta de la solubilidad de niclosamida en 13 matrices
con PEGDA 575 y 13 matrices con PEGDA 250

Los datos obtenidos se ajustaron a un modelo cuadrático. Para el PEGDA 575, el análisis de

ANOVA arrojó un valor F de 25,23 lo que implica que el modelo se ajusta y es significativo,

el valor de p-value <0,0002 lo que indica que los términos del modelo son significativos. Para

el PEGDA 250, el análisis de ANOVA arrojó un valor F de 61,8 y un p-value <0,0001. El

experimento de solubilidad al igual que las mediciones se realizaron en triplicado.

Una vez obtenidos los valores de solubilidad de la niclosamida en las diferentes matrices

propuestas, se seleccionaron aquellas capaces de solubilizar la mayor cantidad de niclosamida

para ser candidatas a la impresión en 3D. Las matrices seleccionadas tanto para los diseños

con PEGDA 250 y con PEGDA 575 fueron las matrices 2,3,5 y 6.
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Objetivo específico 2: Estudiar el efecto de la inclusión de nanosistemas de

oro en un dispositivo sólido fabricado mediante impresión en 3D y evaluar

su influencia en la liberación controlada de un fármaco modelo

niclosamida.
Este objetivo se separará en dos subcapítulos dependiendo del peso molecular del polímero

utilizado: PEGDA 250 y PEGDA 575.

Subcapítulo 1: Para el PEGDA 250 se realizaron estudios preliminares con la inclusión de

AuNEs, en este capítulo se observará el proceso desde la formulación de las matrices

candidatas a impresión en 3D hasta la obtención de dispositivos sólidos y semisólidos que

fueron sometidos a estudios de liberación.

Subcapítulo 2: Para el PEGDA 575 se estudió la inclusión de AuNRs de diferentes razones y

diferentes plasmones superficiales en matrices líquidas para impresión en 3D. En este caso, al

igual que en el PEGDA 250 se observará el proceso desde la formulación de las matrices

hasta la obtención de los sólidos, sin embargo, para este polímero se realizaron

caracterizaciones adicionales tanto a las muestras líquidas y sólidas.

SUBCAPÍTULO 1: PEGDA 250

Estabilidad de las matrices

Se decidió comenzar con las matrices con PEGDA 250 bajo la hipótesis de que al tener más

acrilatos disponibles se generará una matriz con alto grado de entrecruzamiento, permitiendo

así una baja liberación de niclosamida desde el dispositivo sin irradiar.

En la Figura 13 se puede visualizar el resultado final de la formulación de las 4 matrices

escogidas. Para la matriz 6, al momento de incorporar las AuNEs estas demostraron una

inestabilidad coloidal formando agregados de nanopartículas y demostraron una distribución

no homogénea observable a simple vista, separándose las fases dentro de la matriz. Esto se

puede deber a que la fracción de grupos acrilatos en el polímero aumenta al ser de un bajo

peso molecular, dando origen a una resina menos hidrofílica 80,81. A pesar de esto, se

mantuvieron en agitación constante durante 24 horas en donde se pudo observar una

homogeneización parcial de las fases, por lo que se decidió llevar a cabo el proceso de

impresión.
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En las matrices 2, 3 y 5 no se produjo este fenómeno de separación de fases, dando origen a

matrices líquidas, amarillas y translúcidas,

Figura 13 Imágenes de las matrices 2, 3, 5 y 6 posterior a la incorporación de todos los

componentes que conforman la matriz.

Reología: matrices PEGDA 250

Con el fin de estudiar el comportamiento viscoelástico de las matrices, se realizó un estudio

de reología para las matrices 2, 3, 5 y 6 formuladas con PEGDA 250. Adicionalmente se

estudió la reología del PEG 400 y PEGDA 250 por sí solos, a modo de control.

En la Figura 14.a) Se puede observar la viscosidad de las matrices en función de la velocidad

de corte. Para todas las matrices, la viscosidad se mantuvo constante a diferentes velocidades

de corte, es decir, la resistencia de las matrices a fluir se mantiene a medida que aumenta la

velocidad a la que se le aplica la fuerza

En la Figura 14.b). Se puede observar que, para todas las matrices, incluyendo el PEG 400 y

PEGDA 250, la fuerza de corte aumenta linealmente con la velocidad de corte por lo que se

puede determinar que tienen un comportamiento newtoniano, esto significa que la viscosidad

del fluido es constante y no depende de la velocidad de corte. Matemáticamente se expresa

como:

82𝐹𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑟𝑡𝑒 (𝑃𝑎) = 𝑉𝑖𝑠𝑐𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑 (𝑃𝑎 𝑥 𝑆)  𝑥 𝑉𝑒𝑙𝑜𝑐𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑟𝑡𝑒 (1/𝑠)
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Figura 14 a) Viscosidad versus velocidad de corte PEG 400, PEGDA 250, matrices 2, 3, 5 y
6 b) Curva de flujo, fuerza de corte versus velocidad de corte. Para PEG 400, PEGDA 250,
matrices 2, 3, 5 y 6

Impresión en 3D

Se propuso imprimir las matrices 2, 3, 5 y 6 con PEGDA 250 y AuNEs. El diseño esperado

para la impresión fueron cilindros de proporciones de 2.5 x 4 mm.

Se envió el archivo digital a la impresora Anycubic Photon S y se empezó el proceso de

impresión, el cual duró aproximadamente 20 minutos.

Los dispositivos obtenidos tras la impresión fueron caracterizados mediante microscopía

óptica, uniformidad de peso y STEM.

Las matrices 2, 3, 5 y 6 que contenían AuNEs dieron origen a los sólidos presentes en la

Figura 15 obtenida por microscopía óptica. En las matrices 5 y 6 se puede apreciar un menor

paso de la luz, lo que podría indicar un mayor grado de entrecruzamiento del polímero, esto

se puede deber a las concentraciones crecientes de PEGDA 250.

Los sólidos obtenidos no cumplieron con las dimensiones esperadas, sin embargo, se

utilizaron con el fin de encontrar la región de trabajo en donde las proporciones utilizadas de

los componentes de las matrices permitieran una correcta impresión.
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Figura 15 Imágenes obtenidas por microscopía óptica de los impresos resultantes de las

matrices 2, 3, 5 y 6 con PEGDA 250.

Estudios de uniformidad de Peso:

Se estudió la uniformidad de peso de los dispositivos impresos con el fin de obtener un

parámetro de calidad de impresión, de esta manera se evaluó la precisión de la impresión y la

capacidad de las matrices de ser imprimibles. Adicionalmente se estimó la cantidad de

fármaco que contiene cada impreso según el peso de este y la cantidad inicial de niclosamida

disuelta en la matriz.

Para la uniformidad de peso se pesaron 10 impresos en una balanza analítica y se calculó su

peso promedio y desviación estándar. Los datos obtenidos se pueden observar en la Tabla 6.

Para la matriz 2 con AuNEs el peso promedio fue de 1,97 ± 0,34 mg, esto indica que la

calidad de impresión de está matriz fue desfavorable, ya que se obtuvieron impresos

semisólidos que no cumplieron con las dimensiones físicas esperadas. Sin embargo, la

desviación estándar entre las 10 muestras fue menor que 0.4, por ello se considera que,

aunque la impresión no se llevó a finalidad según lo esperado, los dispositivos impresos

fueron concordantes entre sí, es decir la impresión no fue exacta pero sí precisa. Además,

cabe destacar que la cantidad de niclosamida estimada si bien es de 0,019 mg , este

estimativo puede no ser exacto debido a las irregularidades de la impresión. 

Al igual que en la matriz 2, la matriz 3 y 5 fueron impresiones en donde los dispositivos

quedaron retenidos en el fondo del tanque y no en la cama de impresión, presentando

irregularidades en el proceso.

Por otro lado, para la matriz 6 el peso promedio fue de 14.97 mg con una desviación estándar

de 0.1. En esta ocasión solo algunos de los dispositivos quedaron retenidos en el tanque y

otros lograron quedar sujetados a la cama de impresión. De esto se concluye que la matriz 6,
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que es la que posee una mayor cantidad de PEGDA 250 es la matriz que tiene un mayor

potencial para impresión en 3D mediante SLA.

Tabla 6 Peso promedio y desviación estándar de 10 dispositivos sólidos impresos por cada
matriz. Estimación de cantidad de niclosamida por dispositivo

Matriz Peso
promedio
mg

Desviación
estándar

Cantidad de niclosamida por dispositivo
mg.

2 1,97 0,34 0,019

3 2,053 0,29 0,0094

5 1,67 0,33 0,0071

6 14,97 0,11 0,05

Los dispositivos obtenidos tras la impresión de la matriz 6 con AuNEs se caracterizaron

mediante microscopía electrónica como se puede observar en la Figura 16. No se aprecian

nanopartículas en la superficie, tampoco se observan cristales de niclosamida, esto podría

indicar que la molécula está disuelta en la matriz y no cristalizó durante el proceso de

impresión, sin embargo, esto debe verificarse por técnicas más precisas como DRx.

Figura 16 a) Caracterización de impresos con AuNEs de la matriz 6 mediante SEM de
manera superficial. b) Caracterización SEM de manera lateral.
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Efecto fototérmico:

Con el fin de evaluar la inclusión de las nanopartículas en los impresos se evaluó el efecto

fototérmico mediante la irradiación con láser de 536 nm para los impresos que contienen

AuNEs. En la Figura 17 se aprecia el efecto fototérmico para el impreso de la matriz 6 con

AuNEs. En este se observa un aumento de la temperatura desde 25°C hasta 30°C tras 5

minutos de irradiación con el láser de 536 nm. Que el dispositivo haya aumentado la

temperatura en aproximadamente 5°C tras la irradiación podría indicar que, a pesar de que las

nanopartículas inicialmente demostraron ser inestables en la matriz, estas en parte, se

incorporaron a la matriz y que la concentración utilizada de éstas fue la suficiente para

producir un efecto fototérmico.

Figura 17 Efecto fototérmico de dispositivos sólidos de matriz 6 con AuNEs y control. A
temperatura inicial del dispositivo y temperatura tras 5 min de irradiación.

Estudios de liberación:

Se realizaron estudios de liberación de niclosamida desde los dispositivos obtenidos tras la

impresión de las matrices 2, 3,5 y 6 con PEGDA 250. Para esto se determinó la liberación de

niclosamida mediante espectrofotometría UV-vis. Se realizó una curva de calibración en

acetonitrilo como se puede observar en la Figura 18, esto con fin de poder interpolar los datos

obtenidos en los estudios de liberación y relacionarlos con la concentración.
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Figura 18 Curva de calibración de niclosamida en acetonitrilo mediante Espectrofotometría
UV-Vis.

Estudios de liberación de niclosamida sin irradiación

Se dispusieron los dispositivos sólidos en tubos eppendorf suspendidos en PBS para la matriz

2, 3, 5 y 6. Se mantuvieron condiciones constantes de agitación y temperatura y se fueron

recolectando alícuotas a los 30 min, 60 min, 90 min, 120 min y 3 días. Se midió la

concentración de niclosamida en las alícuotas mediante espectrofotometría UV-Vis.

En la Figura 19 se puede observar un pico de liberación de niclosamida después de los 30

min de agitación alcanzando una concentración cercana al 2%. Posterior a este tiempo, la

concentración decae indicando que disminuye la liberación. En todos los casos, se puede

decir que existe una pobre liberación de niclosamida desde el dispositivo sólido sin irradiar.

El porcentaje de liberación por bajo del 2% se podría atribuir a una liberación por difusión

inducida por hidratación cuando el dispositivo se encuentra sumergido en un medio acuoso.

Para las matrices 2, 3 y 5, se observó que se lograron mayores tasas de liberación en

comparación con la matriz 6 sin irradiar. Esta variación podría atribuirse a la diferencia en la

cantidad de PEGDA y a la presencia del cosolvente PEG 400 en las composiciones de las

matrices líquidas. Aquellas matrices con una mayor proporción de PEG 400, formarán redes

con un grado de reticulación menor, lo que facilitará la difusión del fármaco desde la matriz.
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Figura 19. Perfiles de liberación de niclosamida desde dispositivos sólidos impresos en 3D
de la matriz 2, 3, 5 y 6 sin irradiación, suspendidas en un medio de PBS al 1 % a 25 °C.

Estudios de liberación de niclosamida con irradiación.

Se evaluó la concentración de niclosamida liberada en función del tiempo tras la irradiación

de 3 dispositivos impresos suspendidos en 1,5 mL de PBS y se tomaron muestras cada 1

minuto de irradiación hasta los 15 minutos. Las alícuotas recolectadas fueron medidas por

espectrofotometría UV-Vis.

En la Figura 20 se observa la liberación de niclosamida tras la irradiación con láser de 532

nm a 50 mW de potencia. Los resultados arrojan un rápido aumento de la liberación de

niclosamida desde el dispositivo tras los primeros minutos de irradiación hasta alcanzar un

peak a los 10 min, luego de esto va decayendo la concentración hasta el minuto 15. Esto

podría indicar que el dispositivo es capaz de responder al estímulo de la irradiación, liberando

niclosamida desde el impreso.
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Para poder estudiar el mecanismo de liberación se ajustaron los datos obtenidos de % de

liberación versus el tiempo de irradiación mediante el programa DDsolver. El mecanismo

cinético de liberación que más se ajustaron los datos obtenidos fue el de Korsmeyer-Peppas
75,83 como se puede observar en la Tabla 7.

En la ecuación de Korsmeyer-Peppas donde se relaciona la cantidad de fármaco liberado en

función del tiempo para sistemas de liberación a partir de formulaciones poliméricas 76 :

𝑀
𝑡

𝑀
∞

= 𝑘𝑡𝑛

Mt es el valor del fármaco liberado versus M∞ que es el valor total del fármaco contenido en

la matriz. De esta manera se puede obtener el porcentaje de liberación.

El valor de “k” es una constante asociada a las características estructurales y geométricas de

la forma de dosificación.

El valor de “n” está relacionado al mecanismo de liberación del fármaco de tal forma que

para formas cilíndricas:

n < 0.45 Indica una difusión Fickiana

n = (0.45 – 0.80) Difusión anómala no Fickiana

n = 0.80 Indica difusión de clase II

n > 0.80 Indica difusión no Fickiana conocido como transporte Super caso II

Para el caso de la matriz 6 con AuNEs, el valor de n ajustado a la ecuación es igual a 0,27 lo

que indica que el mecanismo de liberación podría seguir la ley de difusión de Fick. Esto

implica que las moléculas de fármaco migran desde una zona de alta concentración a una

zona de baja concentración siguiendo un modelo de difusión simple.
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Figura 20 Perfil de liberación de niclosamida desde dispositivos sólidos obtenidos de la
matriz 6 con AuNEs y PEGDA 250.

Tabla 7 Tabla de ajustes a modelos matemáticos, datos procesados por DDsolver.

AJUSTE CINÉTICO R2

ORDEN CERO R= 0,00284

ORDEN UNO R= 0,01271

HIGUCHI R= 0,84361

KORSMEYER-PEPPAS R= 0,96184

n = 0,27587

k = 0,94132

PEPPAS-SAHLIN R= 0,9484
m= 0,45
k= 0,918

A partir de los datos obtenidos se puede concluir que la incorporación de AuNEs en los

sólidos que fueron sometidos a irradiación a 532 nm permitió alcanzar mayores porcentajes
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de liberación de niclosamida en menor tiempo que los dispositivos sin irradiar.

Adicionalmente los datos obtenidos de la liberación con irradiación de los dispositivos de la

matriz 6 con AuNEs, se ajustaron a un modelo cinético de Korsmeyer -Peppas indicando que

el mecanismo de liberación de niclosamida es por Difusión Fickiana con un valor de n =

0,27. Esto concuerda con los modelos cinéticos reportados en literatura en donde se estudió la

liberación de albúmina sérica bovina (BSA) por 50 horas a partir de un hidrogel de

PEGDA-PEI (copolímero) y se determinó que la liberación de BSA inicial está gobernada

por el hinchamiento del hidrogel, este mecanismo de liberación contempla la contribución

por difusión Fickiana y por relajamiento de las cadenas del polímero. 81

Efecto matriz

Con el fin de poder estudiar el efecto de los demás componentes de la matriz en la medición

de la liberación de niclosamida por espectrofotometría UV-vis, se realizó una medición

simple de los espectros de absorción de cada componente como se puede apreciar en la

Figura 21.

En estos espectros se puede identificar que el fotoiniciador TPO posee un amplio rango de

absorción desde los 300 nm hasta los 400 nm aproximadamente. Además, la niclosamida

posee un pico de absorción a 333 nm. Esto podría estar generando una interferencia en la

medición por espectrofotometría UV- Vis, de tal manera que podrían estar liberándose

moléculas de TPO desde el impreso y sobreestimando la concentración de niclosamida. Para

solucionar esta interferencia, las mediciones de los futuros ensayos de liberación se harán

mediante HPLC, con el fin de poder separar los compuestos y poder obtener datos

cuantitativos de concentración de niclosamida liberada.
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Figura 21 Espectros de absorción PEG, PEGDA, TPO y niclosamida por UV-Vis.

Conclusiones del subcapítulo 1 (PEGDA 250)

1. De las matrices diseñadas se puede concluir que se encontró una región de trabajo en

donde se solubiliza correctamente el activo. Los materiales fueron imprimibles mediante la

técnica de SLA y se logró un control de la liberación del activo desde los dispositivos. Sin

embargo, las dimensiones del sólido obtenidas tras la impresión no fueron las deseadas, esto

se puede deber a que no se encontraron los límites exactos de los parámetros que afectan a la

calidad de la impresión, como concentración de fotoiniciador, tiempos de exposición o el

diseño digitalizado. Es por lo que en un futuro se pueden variar estos parámetros para lograr

la morfología final deseada.

2. Los estudios de liberación arrojaron que, si existe una liberación de la niclosamida desde el

dispositivo impreso, sin embargo, aún se desconoce cuál es el mecanismo de liberación. El

PEGDA 250 tiene más acrilatos disponibles en su estructura, por lo que el grado de

entrecruzamiento será mayor que en un PEGDA 575. Es por esto por lo que se escogerá este

polímero de peso molecular más alto para los siguientes estudios, con el fin evaluar el efecto

que tiene el grado de entrecruzamiento en la liberación de niclosamida.

3. Adicionalmente, para los ensayos de liberación de niclosamida se realizarán las mediciones

mediante HPLC y no mediante espectrofotometría UV-Vis. Esto con el fin de poder estudiar

la liberación del fármaco cuantitativamente y además discernir si los valores de concentración
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de niclosamida se están viendo afectados por la liberación de otros componentes de la matriz,

como el fotoiniciador TPO.
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Subcapítulo 2: PEGDA 575

Estabilidad de las matrices

Previo a la incorporación de los nanosistemas AuNRs 2 y AuNRs 1 a las matrices

poliméricas, las AuNPs fueron funcionalizadas con PEG-Ome y PEG-COOH

respectivamente con el fin de mantener la estabilidad coloidal a lo largo de los procesos de

impresión y caracterización. Al momento de agregar los nanosistemas pegilados a las

matrices, estos dieron origen a líquidos límpidos y homogéneos en donde no se apreciaron

agregados ni separación de fases como se puede observar en la Figura 22 a). Además, se

mantuvo la estabilidad de los nanosistemas por un periodo de al menos 30 días en donde se

realizó una medición por espectrofotometría UV-Vis con el fin de observar el plasmón

característico de las AuNRs 2 y AuNRs 1, como se puede observar en la figura 22 b) y c).

Figura 22. a) Imágenes de las matrices 2, 3, 5 y 6 tras la incorporación de todos los

componentes de la matriz. b) y c) Caracterización AuNRs2 y AuNRs1 respectivamente en

matriz polimérica por espectrofotometría UV-Vis.

Reologías matrices PEGDA 575

Al igual que para las matrices con PEGDA 250. El comportamiento de las matrices

formuladas por PEGDA 575 poseen un comportamiento de flujo newtoniano indicando que la

viscosidad del fluido no varía con la velocidad de corte.

Los gráficos de viscosidad aparente y la curva de flujo se pueden observar en la Figura 23.
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Figura 23 a) Viscosidad aparente Matrices PEGDA 575 b) Curva de flujo Matrices PEGDA
575

Impresión en 3D

El proceso de impresión fue el mismo que se utilizó para el PEGDA 250. Sin embargo, al

diseño digital de los cilindros, se le agregó un soporte con el fin de poder mejorar la adhesión

del impreso a la cama de impresión y así obtener sólidos de las dimensiones deseadas.

Posteriormente se envió el archivo digital a la impresora Anycubic Photon S y se empezó el

proceso de impresión, el cual duró aproximadamente 1 hora y 30 min.

La matriz 2 se sometió al proceso de impresión y el resultado obtenido fueron semisólidos

que quedaron retenidos en el fondo de la batea y no sobre la cama de impresión como se

esperó. Estos dispositivos no pudieron someterse a las pruebas de caracterización ya que al

momento de retirarlos desde la batea se desintegraron y no pudieron aislarse como los otros

impresos. Las características inestables de estos dispositivos se podrían atribuir a la

composición de la matriz y al peso molecular del polímero PEGDA 575 y a la cantidad de

este mismo presente en la matriz. Al existir menos grupos acrilatos disponibles para la

reacción de fotopolimerización por la cual se obtiene la solidificación de la resina, se podría

esperar que la obtención de dispositivos sólidos con este polímero requiera un mayor tiempo

de irradiación o mayor concentración de fotoiniciador.

Las matrices 3 y 5 dieron origen a impresos incompletos como se puede observar en la Figura

24, estos también quedaron retenidos en la batea y no se obtuvieron las dimensiones

esperadas, sin embargo, estas matrices al poseer una mayor concentración de PEGDA dieron

origen a impresos con mejor características sólidas que la matriz 2.
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Finalmente, la matriz 6, con mayor concentración de PEGDA, se sometió al proceso de

impresión y dio como resultado un dispositivo totalmente sólido y con dimensiones esperadas

como se puede apreciar en la Figura 25.a. Adicionalmente este dispositivo cuando se somete

al proceso de curado sufre un cambio en la coloración, desde un color amarillo pálido, casi

incoloro a un rojo intenso (Figura 25.b). En el proceso de curado se somete al dispositivo a

una irradiación con el fin de solidificar restos de resina líquida que podrían haber quedado

tras el lavado y el proceso de impresión. Esto dio indicios de una correcta incorporación de

los niclosamida a la matriz. Adicionalmente se concluye que la impresión de está matriz fue

exitosa y reproducible, por lo que estos sólidos son los mejores candidatos para cumplir los

objetivos de esta tesis.

Figura 24 Imágenes obtenidas por microscopía óptica de los impresos resultantes de las
matrices 3 y 5 con PEGDA 575

Figura 25. a) Imágenes del dispositivo impreso resultante de la matriz 6 con PEGDA 575 b)
1. Dispositivo previo al proceso de curado b) 2. Dispositivo posterior al proceso de curado
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Estudios de Uniformidad de Peso:

La metodología para hacer el estudio de uniformidad de peso fue la misma que la utilizada

para las matrices con PEGDA 250. Adicionalmente los impresos de la matriz 2 no se

pudieron someter a esta caracterización por las razones comentadas en el ítem anterior.

El peso promedio para la matriz 3 y 5 fue de 1,1 y 1.0 mg respectivamente como se puede

apreciar en la Tabla 8, esto se debe a las irregularidades en la impresión, no alcanzaron un

tamaño ni consistencias deseadas, por lo que es concordante con el peso de cada dispositivo.

Para la matriz 6 el peso promedio fue de 36 mg y se estimó que la cantidad de niclosamida

por dispositivo es de 0.12 mg.

Tabla 8 Peso promedio y desviación estándar de 10 dispositivos sólidos impresos por cada

matriz. Estimación de cantidad de niclosamida por dispositivo

Matriz Peso promedio
mg

Desviación
estándar

Cantidad de niclosamida por dispositivo
mg.

3 1,06 0,17 0,0046

5 1,6 0,19 0,0068

6 36 1,34 0,12

Microscopía electrónica de barrido SEM.

Con el objetivo de poder visualizar que es lo que les ocurre a los dispositivos sólidos a nivel

estructural cuando son expuestos a diferentes estímulos se propuso un ensayo realizado a

través de microscopía electrónica.

En la Figura 26 se puede observar a modo de control la niclosamida en estado cristalino y

sólido.
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Figura 26. niclosamida en cristales mediante microscopia electrónica de barrido SEM

En primer lugar, se realizaron las caracterizaciones de los dispositivos sólidos obtenidos a

partir de la matriz 6, debido a que esta fue la única matriz que dio origen a sólidos con

dimensiones físicas esperadas según el diseño digital. Adicionalmente todos los dispositivos

en este experimento fueron sumergidos en una solución de PBS con Tween 80 al 1% a

excepción de la Figura 27 c. que se sometió a una caracterización inmediatamente después de

la impresión.

Para todos los dispositivos sumergidos en PBS se generó un aumento de peso en

aproximadamente 2 mg indicando un posible “swelling” o hinchamiento del sólido al

absorber agua, esto es concordante con las características hidrofílicas de los polímeros

utilizados.

A modo de control se sumergieron los dispositivos sin AuNRs 2 en el medio por 5 minutos

con la diferencia de la exposición o no a la irradiación. En el caso de los dispositivos sin

irradiar como se puede apreciar en la Figura 27 a). Se observó inicialmente una ruptura

mecánica del dispositivo tras exponerse al medio, esto puede producirse por la diferencia de

presiones generadas por la hidratación o swelling del dispositivo. El ingreso del agua hacia el

dispositivo produce un reordenamiento de las cadenas poliméricas permitiendo la hidratación,

para que esto ocurra y el dispositivo conserve las propiedades mecánicas macroscópicas, el

polímero debe sufrir una transición vítrea que le permita cambiar su estado vitreo a un estado

más elástico. En esta situación, la temperatura de transición vítrea podría no disminuir lo
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suficiente como para alcanzar el estado elástico y es por esto por lo que, el sólido se fractura

al hidratarse

En el caso de los dispositivos sin AuNRs 2 que fueron sometidos a irradiación como se puede

apreciar en la Figura 27 b) no se observó un quiebre del material, esto podría significar que el

aumento de temperatura inducido sólo por la acción del láser permite alcanzar estados más

elásticos del material, lo que permite conservar las propiedades mecánicas del dispositivo al

sumergirse en un medio acuoso

En ambos casos en donde no se incorporaron nanopartículas se pudo observar la

cristalización de niclosamida en la superficie de los dispositivos. Esto podría estar afectando

a la liberación de niclosamida, al encontrarse en estados cristalinos se presentará una menor

solubilidad que en estados amorfos o solubilizados, afectando la cuantificación de

niclosamida en los ensayos de liberación, sin embargo, esto se podría investigar con más

profundidad a futuro mediante difracción de rayos X.

En la Figura 27 c) se puede observar a los dispositivos con AuNRs 2 posterior al proceso de

impresión y sin ser expuestos a ningún estímulo, se puede apreciar que la superficie es lisa y

se logran distinguir las capas de impresión, adicionalmente no se ven nanopartículas en la

superficie ni cristales de niclosamida.

En la Figura 27 d) se observan las imágenes SEM de los dispositivos con AuNRs 2

sumergidos sin irradiación, en este caso se observó una fractura del sólido, al igual que en los

dispositivos sin AuNRs y sin irradiación, el dispositivo se fractura cuando se hidrata, es decir,

en ausencia de calor, no se alcanzan las características elásticas del material que permiten

mantener las propiedades mecánicas al exponerse a medios acuosos.

En la Figura 27 e) se observan los dispositivos con AuNRs 2 sumergidos y expuestos a la

irradiación. En esta ocasión no se observaron rupturas mecánicas del impreso, esto atribuido

a la generación de calor producido por el láser y también podría contribuir el calor generado

por la excitación de los AuNRs 2 cuando son expuestos a láser de 1064 nm. Con más

aumento, se puede observar el aumento de la rugosidad en la superficie. Este fenómeno

podría ser explicado por el efecto fototérmico las AuNRs 2 excitadas que producen una

erosión de la matriz.
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En todos los casos en donde se incorporaron AuNRs 2 a los dispositivos, no se observó

recristalización de la niclosamida en la superficie. Esto indica una posible interacción entre

las AuNRs 2 y la niclosamida. En literatura se ha descrito que la molécula de niclosamida

puede generar interacciones hidrofóbicas, puentes de hidrogeno y tipo van der Waals con

algunas moléculas biológicas como pepsina, globulina y hemoglobina.69,84 A partir de esto, se

podría proponer la generación de un ambiente hidrofóbico por las moléculas de PEG-Ome

ancladas a la superficie de los AuNRs 2, de esta manera, se podría generar una especie de

protección a la molécula de niclosamida impidiendo su cristalización en la superficie y

modificando la liberación desde el dispositivo.

Adicionalmente se observó bajo el microscopio el dispositivo semisólido obtenido tras la

impresión de la matriz 5 con AuNRs 2 como se muestra en la Figura 28. Esta matriz posee

una proporción de PEG 400 y esta podría estar incluida entre las redes entrecruzadas del

polímero fotosensible PEGDA. De esta manera se puede observar a 200 µm como la

superficie del sólido demuestra un menor grado de reticulación.
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Figura 27. Microscopía electrónica de dispositivos impresos de la Matriz 6 con AuNRs 2 de
PEGDA 575 sometidos a distintas condiciones.

Figura 28 Matriz 5 AuNRs 2 PEGDA 575 por microscopía electrónica de barrido.

Espectroscopía de Rayos X por Dispersión de Energía (EDX)

Se realizó un análisis elemental del dispositivo impreso de la matriz 6 con PEGDA 575 con

AuNRs de 1064 nm como se muestra en la Figura 29. Los datos del porcentaje de

composición de cada elemento se pueden observar en la Tabla 9. El carbono y oxígeno son

los elementos más abundantes en el sólido, esto se debe a las moléculas orgánicas que forman

parte de su estructura como el PEGDA 575 y el PEG 400. El cloro presente se puede atribuir

a la molécula de niclosamida, esto puede confirmar la correcta carga del fármaco en el

dispositivo. El fósforo presente se puede deber a la molécula de TPO que posee en su

estructura este elemento.

Según la reacción de fotopolimerización la molécula de TPO se degrada en dos radicales

libres, benzoilo y ácido de fósforo, estos son los responsables de comenzar la reacción de

polimerización del PEGDA, entregándoles esos radicales libres a los extremos acrilatos

disponibles. Es por esto que, a futuro, sería necesario poder caracterizar en qué forma se

encuentra este fósforo, si en forma de radical o en moléculas sin reaccionar de TPO.

Es importante mencionar, que en el análisis elemental no aparece el oro, esto podría dar

señales de que las concentraciones utilizadas de nanopartículas son lo suficientemente

pequeñas para no ser detectadas por el equipo.
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Figura 29. Análisis elemental de dispositivo sólido de matriz 6 AuNRs 2 PEGDA 575.

Tabla 9 Caracterización de composición porcentual elemental del dispositivo impreso de la
matriz 6 con PEGDA 575

Elemento Composición %

Carbono 50,7

Oxígeno 48,2

Fósforo 0,48

Cloro 0,44

Total 100

Efecto fototérmico.

Con el fin de evaluar la inclusión de las nanopartículas en los impresos se evaluó el efecto

fototérmico mediante la irradiación con láser de 1064 nm para los impresos con AuNRs 2 y

808 nm para los que contenían AuNRs 1. En la Figura 30 se observa un aumento de la

temperatura desde 21,8°C hasta 45,5°C tras 5 minutos de irradiación con el láser de 1064 nm

para los dispositivos con AuNRs 2. Que el dispositivo haya aumentado la temperatura en 23,7

°C tras la irradiación indica que la concentración utilizada de éstas fue la suficiente para

producir un efecto fototérmico y que se incorporaron al dispositivo impreso.
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Para las AuNRs 1 se observa un aumento de temperatura de 4,3 °C tras la irradiación por 5

min a 808 nm. El dispositivo control que fue sometido a las mismas condiciones, solo

aumentó en 0,3°C tras la irradiación. Esto podría indicar que las AuNRs1 se incorporaron

correctamente a la matriz y en la concentración suficiente para generar un efecto fototérmico.

En comparación, las AuNRs 2 poseen una mayor eficacia fototérmica que las AuNRs 1, esto

se puede deber a las diferencias en el tamaño ya que, al limitar la movilidad de los electrones

en la superficie, se dará origen a distintas intensidades de fototermia cuando estos sean

excitados.

Figura 30. Efecto fototérmico de dispositivos impresos de la matriz 6 PEGDA 575 tras la

irradiación a 1064 nm por 5 min

Resonancia magnética nuclear de fosforo PNMR

La utilización de fotoiniciadores en resinas para impresión en 3D es un gran desafío debido a

que la mayoría producen toxicidad en sistemas biológicos 59. Es por esto que se realizó un

seguimiento al núcleo de fósforo de la molécula de TPO durante el proceso de impresión. Se

tomaron alícuotas de las matrices 5 y 6 con AuNRs 2 antes y después de la impresión.

También se pulverizaron los dispositivos sólidos mediante congelación con nitrógeno líquido

y se disolvieron en el solvente DMSO d-6. En la Figura 31 se observan los espectros PNMR

de las matrices y el sólido. En todas las mediciones aparece el núcleo de fósforo. Esto

confirma la presencia de TPO en las muestras sólidas pulverizadas, en las matrices líquidas

antes y posterior a la impresión. Si bien, se confirma la presencia de fósforo en los sólidos

obtenidos, no se confirma la liberación de estas moléculas al medio, es por esto que el estudio
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de liberación de esta TPO y la medición de la concentración de la misma en un medio

adecuado sería determinante para la toxicidad que podría llegar a tener el dispositivo final.

Figura 31. Resonancia magnética nuclear de fósforo. En a) Matriz 6 sólido pulverizado y

disuelto en DMSO-d6. En b) Matriz 6 líquida antes de la impresión. En c) Matriz 6 líquida

posterior al proceso de impresión. En d) Matriz 5 sólido pulverizado y disuelto en DMSO

d-6, en e) Matriz 5 líquida previo a la impresión, en f) Matriz 5 líquida posterior a impresión.

Matrices con AuNRs2 y PEGDA 575.

Espectroscopía infrarroja IR/FITR

Se realizaron medición de IR y FITR con el fin de poder estudiar la aparición o desaparición

de enlaces mediante el proceso de polimerización cuando se solidifica la resina.

En la Figura 32 se puede observar la matriz 5 y 6 con AuNRs 2, en rojo la matriz antes de la

impresión, sin exposición a la luz, en negro la matriz liquida después del proceso de

impresión y en azul el sólido pulverizado. En las matrices líquidas se pueden observar bandas

características de la amida presente en la niclosamida cercano a 3600 (cm -1) 84. La señal C-H

cercano a 3000 (cm-1) corresponde a los metilenos del PEGDA y de la niclosamida. La señal

de C= O aparece cercano a 1700 (cm-1) corresponde al grupo cetónico presente en la

molécula de PEGDA. La señal que aparece en 1600 (cm-1) C=C corresponde al grupo acrilato

del PEGDA 575, esta señal desaparece en la medición del sólido dando un indicio de que la
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reacción de polimerización ocurrió y estos grupos reaccionaron. La señal P=O presente en

1400 cm-1 corresponde a la señal del grupo cetónico del TPO y sólo se encuentra presente en

las matrices líquidas, esto podría significar que en el sólido no quedan moléculas de TPO o

que su concentración relativa es baja, como se verifica en el RMN de fósforo. Finalmente, la

señal C-O presente cercano a 1100 (cm-1) corresponde al grupo éster del PEGDA y se

encuentra presente en todas las mediciones.

De estos resultados se puede concluir que la reacción de fotopolimerización se llevó a

finalidad de manera exitosa.

Figura 32. Espectros IR de PEGDA 575, PEG 400, TPO, niclosamida y muestras sólidas y

líquidas de las matrices 5 y 6 con AuNRs2 y PEGDA 575.

Estudios de Liberación

Con el fin de evaluar si la incorporación de nanopartículas de oro en resinas poliméricas para

impresión en 3D confiere la capacidad de controlar la liberación de un fármaco modelo desde

el dispositivo sólido terminado, se realizaron estudios de liberación ocupando la técnica de

cromatografía líquida de alta resolución HPLC.

Inicialmente se realizó una curva de calibración de niclosamida con el fin de poder interpolar

en la recta las concentraciones de los estudios de liberación posteriores como se observa en la

figura 33.
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Figura 33 Curva de calibración de niclosamida en PBS Tween 80 1% por HPLC. Rango de

concentraciones desde 1 mg/L hasta 25 mg/L.

Estudios de liberación con irradiación:

En primer lugar, se realizaron estudios de liberación con irradiación, en donde se compararon

3 perfiles de liberación distintos a partir de dispositivos que contenían AuNRs 2, AuNRs1 y

control sin Au. En la Figura 34 se puede observar que para las AuNRs 2 se generó una

liberación creciente desde el minuto 1 al 5 en donde se mantuvo constante hasta el minuto 15,

alcanzando el pico más alto de liberación con un porcentaje de liberación del 4 %. Para el

caso de las AuNRs 1 se observó una liberación creciente hasta el minuto 8 alcanzando un

porcentaje de liberación cercano al 5%, posteriormente decayó hasta el minuto 15.

En el caso de los dispositivos sin AuNRs sometidos a irradiación se observó una liberación

constante y menor que cualquiera de los puntos de los dispositivos irradiados.

Esto podría significar, que la incorporación de AuNRs a los dispositivos impresos en 3D

permitió gatillar un mecanismo de liberación de niclosamida cuando estas fueron excitadas

mediante un láser de 1064 o 808 nm. En los dispositivos sin AuNRs se observó una
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liberación inicial que se mantuvo constante y es atribuible al swelling o hinchamiento del

dispositivo cuando este es sumergido en un medio acuoso.

Para poder estudiar el mecanismo de liberación del fármaco desde el dispositivo propuesto se

utilizó un programa que permitió ajustar los datos obtenidos a distintos modelos matemáticos

como se puede observar en la Tabla 10.

En este caso, el modelo cinético al que más se ajustaron los datos obtenidos fue el modelo de

Peppas-Sahlin. Esta es una modificación de la ecuación de Korsmeyer-Peppas que además de

describir los mecanismos de liberación en sistemas poliméricos, permite obtener valores de

constantes de difusión asociadas a mecanismos por difusión Fickiana y mecanismos de

difusión no Fickiana 85,86, como se puede observar en la Ecuación 1:

Ecuación 1. Ecuación de Peppas- Sahlin:

En donde:

Mt/M∞= % Liberación

K1= Constante de velocidad asociada a difusión de Fick

K2= Constante de velocidad asociada a mecanismos no Fickiana

M= Mecanismo de liberación Fickiana asociada a cualquier geometría (cilindros, películas,

tabletas)

En este se evidenció que para las AuNRs 2 el modelo de cinética de liberación que más se

ajustó fue el modelo de Peppas -Sahlin con un R2 de 0,98. El valor de m es igual a 0,33 lo que

da indicios de un mecanismo de liberación por difusión Fickiana, esto cobra sentido ya que

las formulaciones farmacéuticas son de naturaleza polimérica y los modelos matemáticos de

Korsmeyer explican la liberación desde formulaciones de la misma naturaleza.

Para las AuNRs 1 el modelo que más ajustó fue el de Peppas-Sahlin con un R2 de 0,9442 con

un m < 0,5 describiendo un mecanismo de difusión Fickiana.
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Para los dispositivos sin AuNRs también ajustaron a Peppas- Sahlin con un R2 de 0,9451 y un

valor de m = 0,25. Esto indica un mecanismo de liberación por difusión Fickiana al igual que

para los otros dos sistemas.

Comparación de perfiles de liberación

Para comparar perfiles de liberación de fármacos se obtuvo el valor de F2 76,87 comparando

todos los pares posibles a partir de los perfiles de AuNRs 2, AuNRs 1 y sin Au. Este valor

cuantifica la similitud entre perfiles de liberación y puede adoptar valores de 0 a 100 donde:

● F2 > 50: Se consideran perfiles similares

● 50 > F2 > 10: Se consideran moderadamente similares

● F2 < 10: Se consideran perfiles diferentes

Los valores de F2 obtenidos a partir de los datos obtenidos experimentalmente fueron:

F2 entre AuNRs 1 y AuNRs2: 93,09

F2 entre AuNRs 1 y sin Au: 86,57

F2 entre AuNRs 2 y sin Au: 93,10

De esto se puede concluir que los perfiles de liberación de los dispositivos son similares entre

sí, sin embargo, poseen distintos porcentajes de liberación y esto podría atribuirse a la

presencia de AuNRs, de tal manera que permiten una mayor liberación en función del tiempo.
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Figura 34. Perfiles de liberación de niclosamida desde dispositivos impresos sólidos de la

matriz 6 PEGDA 575 con AuNRs 2, AuNRs 1 y Sin Au.

Adicionalmente al realizar las mediciones en HPLC solo se observó un pico característico de

la niclosamida en 4 min del tiempo de retención. Esto quiere decir que no hay liberación de

otros componentes que absorban en las longitudes de ondas estudiadas. (290-350 nm.).

Tabla 10. Ajustes cinéticos para la liberación de niclosamida desde dispositivos de la matriz

6 PEGDA 575 con AuNRs2, AuNRs 1 y sin Au.

MODELO AUNRS2 AUNRS1 SIN AU

ORDEN CERO R2= 0,3460 R2= 0,6699 R2= 0,6090

ORDEN UNO R2= 0,3231 R2= 0,6414 R2= 0,5930

HIGUCHI R2= 0,6694 R2= 0,7882 R2= 0,4722

KORSMEYER-PEPPAS R2= 0,9778

n = 0,2014

k = 2,1454

R2= 0,7090

n = 0,2759

k = 2,1773

R2= 0,8980

n = 0,1525

k= 1,6283

PEPPAS- SAHLIN R2= 0,9873

m = 0,3313

k = 2,458

k2=0,3775

R2= 0,9442

n =0,4500

k= 3,209

k2=0,6243

R2= 0,9451

n = 0,2500

k = 1,914

k2= 0,3611

Estudios de liberación sin irradiación

Para los estudios de liberación sin irradiación se dispusieron de dispositivos con AuNRs 2

sumergidos en PBS/Tween 80 1% y se dejaron en agitación sin exponerse al estímulo de la

irradiación. Los resultados arrojaron una liberación creciente y sostenida en el tiempo hasta

alcanzar el 3 % de liberación en su punto máximo a los 120 minutos como se puede apreciar

en la Figura 33.
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El perfil de liberación sin irradiación se ajustó al modelo matemático de Peppas-Sahlin

sugiriendo una difusión Fickiana al igual que para los dispositivos irradiados como se puede

observar en la Tabla 11.

Figura 35. Liberación de niclosamida sin irradiación desde dispositivos de la matriz 6 con
PEGDA 575

Tabla 11. Ajustes matemáticos a cinéticas de liberación dispositivos sin irradiación.

MODELO R2

ORDEN CERO 0,8677

ORDEN UNO 0,8752

HIGUCHI 0,9835
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KORSMEYER-PEPPAS 0,9785

n = 0,6047

k = 0,1504

PEPPAS-SAHLIN 0,9967

n = 0,45

k 1= 0,3

k2= 0,0075

Comparado con los dispositivos irradiados, aquellos que no fueron irradiados mostraron una

disminución en el porcentaje de liberación de niclosamida en casi todos los puntos. Sin

embargo, con el transcurso del tiempo, se logró alcanzar un 3% de liberación. Para alcanzar

las concentraciones de fármaco obtenidas con la irradiación, se necesita exponer a los

dispositivos no irradiados durante un periodo más prolongado de tiempo en el medio,

permitiendo que el fármaco difunda desde la matriz. La incorporación de nanosistemas en los

dispositivos podría estar acelerando este proceso de difusión gracias al efecto fototérmico

producido por las AuNRs cuando se exponen a irradiación.

Conclusiones subcapítulo 2: PEGDA 575

• Se encontró una región de trabajo en donde la matriz propuesta (matriz 6) logró

desarrollar un dispositivo sólido de las dimensiones esperadas según el diseño digital.

• La incorporación de AuNRs a las matrices poliméricas no provocó separación de

fases ni desestabilizaciones observables a simple vista, además las mediciones de

espectrofotometría UV-Vis arrojaron que las AuNRs se mantuvieron durante al menos 30 días

en las matrices. Esto puede atribuirse a la funcionalización de las nanopartículas con

moléculas de PEG, por lo que a futuras investigaciones se considera fundamental este paso

para mantener la estabilidad coloidal de las nano suspensiones en las resinas de impresión en

3D.

• Los resultados de IR/FITR y PNMR -31 indican que la concentración relativa de

fosforo disminuye en las matrices sólidas, sin embargo, se debe estudiar si es que esta

molécula se libera al medio y evaluar su toxicidad.

74



• Los perfiles de liberación estudiados a partir de dispositivos que contenían AuNRs 2 y

AuNRs 1 versus los que no contenían AuNRs arrojaron ser similares según el cálculo del

factor de similitud F2. Esto indica que el mecanismo de liberación es el mismo para ambos,

sin embargo, la velocidad de liberación es mayor para aquellos dispositivos con AuNRs, esto

indica que la irradiación de estos dispositivos produce una primera liberación de niclosamida

y se podría producir una segunda liberación asociada al swelling del dispositivo, esto se

podría estudiar en futuras investigaciones. Los gráficos de los modelos cinéticos en función

de los datos empíricos se pueden encontrar en el anexo 1.

• Se puede concluir que el peso molecular del polímero permite una liberación sin

irradiación mayor que cuando se realizaron estudios de liberación sin irradiación de los

dispositivos formulados a partir del PEGDA 250. Es por esto que se concluye que el peso

molecular de los polímeros que conformen las matrices afectará al grado de reticulación de

los dispositivos sólidos finales y por ende a la velocidad de liberación del fármaco.
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Objetivo específico 3
Se propone el diseño de un dispositivo bicapa de las mismas dimensiones que los dispositivos

monocapa (3x5mm) que contiene AuNRs 1 y AuNRs 2 en proporciones 50 y 50 % a partir de

las proporciones indicadas por la matriz 6 con PEGDA 575. Este dispositivo fue sometido a

estudios de liberación con el fin de observar una liberación controlada de la niclosamida.

Adicionalmente se diseñó un dispositivo de dimensiones más grandes 10x5 nm y se evaluó su

liberación bajo las mismas irradiaciones.

Estudios de liberación del dispositivo bicapa:

Se propuso la formulación de un dispositivo bicapa diseñado a partir de la Matriz 6 de

PEGDA 575 cómo se puede observar en la Figura 36.

Figura 36. Imagen de los dispositivos bicapa con AuNRs 2 y AuNRs 1

Para evaluar la liberación controlada de niclosamida se sometieron los dispositivos a un

estudio de liberación en donde se midió la concentración a diferentes tiempos:

1- Después de irradiación con láser de 808 nm 15 min

2- Después de irradiación con láser de 808 nm 15 min y 1064 nm 15 min.

Se compararon los datos obtenidos con un dispositivo bicapa que no fue irradiado como se

puede observar en la Figura 37. Los resultados tras la primera irradiación de 808 indicaron

que existe una primera liberación hasta alcanzar un porcentaje de liberación cercano al 1,3 %,

sin embargo, cabe destacar que, los dispositivos no liberaron más que los dispositivos

monocapa con AuNRs1 cuando estos fueron expuestos a 15 min de irradiación. Esto se

podría atribuir a al volumen del impreso que contenían AuNRs 1, con respecto al dispositivo

monocapa, la bicapa contenía la mitad del volumen original, al separarse en dos capas.

Adicionalmente, la irradiación se realizó de manera vertical y no horizontal en la muestra, por

76



lo que la presencia de las capas con AuNRs2 que no interaccionan con el láser de 808,

podrían estar interfiriendo con la interacción de las capas que sí contenían AuNRs 1 con el

láser.

Cuando los dispositivos bicapa se sometieron a 15 min de irradiación a 808 nm y 15 min a

1064 nm se alcanzaron concentraciones similares de niclosamida respecto a los monocapa

con AuNRs 2. El porcentaje de liberación de la bicapa tras 30 minutos de irradiación fue

cercano al 4 %.

Esto podría indicar que un dispositivo bicapa formado por AuNRs 1 y AuNRs 2 es capaz de

controlar la liberación de niclosamida en función del tiempo, respondiendo al estímulo de la

irradiación a diferentes longitudes de onda.

Figura 37. Liberación de niclosamida desde dispositivo bicapa tras la irradiación a 808 nm
y 1064 nm

Control de la liberación:

Con el fin de entender mejor cómo es que la presencia de AuNRs en los materiales impresos

es capaz de controlar la liberación del activo es que se realizó un cuadro comparativo de las

77



constantes de velocidad asociadas a cada perfil de liberación de los monocapas ( Figura 34 y

35) como se puede observar en la Tabla 12. Las constantes comparadas corresponden a las

constantes obtenidas con el ajuste de la ecuación Peppas-Sahlin.

Tabla 12. Comparación de constantes de difusión K1 y K2 para perfiles de liberación de

dispositivos con irradiación AuNRs2, AuNRs1 sin Au y dispositivos sin irradiación.

Con respecto a las constantes K1 asociadas a mecanismos de difusión fickiana se observó

que, con respecto a los dispositivos sin irradiación, estas constantes aumentaron de 0,3 a 1,9

cuando estos de dispositivos sin nanopartículas fueron sometidos a irradiación. Esto podría

significar, que el aumento de la temperatura inducido por el láser fue capaz de contribuir a la

difusión Fickiana 88. Por otro lado, cuando los dispositivos con nanopartículas fueron

irradiados aumentaron aún más la constante de difusión asociado a la contribución Fickiana.

Esto podría significar una interacción entre las nanopartículas y las moléculas de

niclosamida. Se plantea la hipótesis de que las moléculas de PEG ancladas a la superficie de

los AuNRs contribuyen a la formación de un ambiente hidrofóbico que podría proteger a la

molécula de niclosamida dentro de las matrices. Adicionalmente, esto explicaría la ausencia

de visualización de cristales de niclosamida en los impresos con nanopartículas. En literatura,

se ha descrito, que la niclosamida puede formar interacciones de tipo hidrofóbicas, puentes de

hidrógeno y van der Waals cuando interaccionan con moléculas biológicas como la pepsina y

proteínas del suero. 69,89,90

Por otro lado los valores de las K2 asociadas a mecanismos de difusión no fickianos

aumentan de 0,0075 a 0,38 cuando los dispositivos son irradiados. Esto se podría explicar

debido a que la acción del láser y la generación de calor podrían provocar un cambio en la

temperatura de transición vítrea del polímero, de manera que se promueva la hidratación del

dispositivo y el reordenamiento de las cadenas poliméricas, permitiendo así la difusión de

niclosamida por contribuciones no fickianas. 91–93
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K1 2,458 3,209 1,914 0,300

K2 0, 3775 0,6243 0,3811 0,0075



Conclusiones generales:

En conclusión, se comprueba que la incorporación de nanopartículas de oro de diferentes

morfologías a matrices poliméricas para impresión en 3D, permite la liberación controlada de

niclosamida desde dispositivos sólidos impresos en 3D cuando estos son expuestos a

irradiación a longitudes de onda proporcionales al plasmón de cada nanosistema. De está

manera se aprueba la hipótesis planteada para este trabajo de tesis.

Se observó que de todas las matrices propuestas para impresión en 3D la que tuvo mayor

éxito en cuanto a capacidad de impresión fue la matriz 6 con PEGDA 575 que estaba

compuesta en un 90 % de PEGDA y 10 % de agua en donde se resuspendieron los

nanosistemas. Además, cabe destacar que el peso molecular del polímero determinará la

hidrofobicidad y el comportamiento elástico de cada matriz, por lo que los nanosistemas que

se incorporen deben estar estabilizados mediante la funcionalización de moléculas a su

superficie.

En los estudios de liberación, aquellos dispositivos que contenían AuNPs liberaron una

mayor cantidad de niclosamida en casi todos los puntos en relación con aquellos dispositivos

sin AuNRs. Sin embargo, el porcentaje de liberación sigue considerándose bajo, es por esto

que, para futuros estudios, recomendaría variar la concentración de AuNRs con el fin de

observar si existe una mayor liberación cuando aumenta la cantidad de nanopartículas en los

dispositivos impresos.

Adicionalmente se plantea la nueva hipótesis de que las AuNPs funcionalizadas podrían estar

interactuando con el activo de tal manera que su presencia afectará a la liberación de

niclosamida por difusión cuando el dispositivo es expuesto a un medio acuoso.

La impresión en 3D por estereolitografía se representó como una herramienta prometedora a

la hora de diseñar formulaciones farmacéuticas a base de reacciones de fotopolimerización.

El uso de polímeros fotosensibles puede dar origen a dispositivos capaces de controlar la

liberación de activos, sin embargo, el uso de fotoiniciadores es un desafío que aún sugiere

más análisis, como pruebas de liberación de TPO y pruebas de citotoxicidad / in vivo, con

el fin de evaluar la toxicidad en sistemas biológicos.
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Finalmente se espera que estos resultados sean capaces de contribuir a la investigación

científica de vanguardia en cuanto a formulaciones farmacéuticas innovadoras de liberación

controlada y personalización de las terapias.
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Anexo 1:

Gráficos de modelos cinéticos en función de datos empíricos.

1. Ajuste a modelo cinético Korsmeyer -Peppas Matriz 6 AuNEs PEGDA 250 con
irradiación

2. Ajuste a modelo cinético Peppas- Sahlin matriz 6 AuNRs 2 PEGDA 575 con
Irradiación.
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3. Ajuste a modelo cinético Peppas-Sahlin Matriz 6 AuNRs 1 PEGDA 575 con
Irradiación.

4. Ajuste a modelo cinético Peppas- Sahlin Matriz 6 Sin AuNRs PEGDA 575 con
Irradiación.
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5. Ajuste cinético Peppas-Sahlin Matriz 6 PEGDA 575 sin irradiación.

Anexo 2: Dispositivo Bi-capa 10x5 nm

Se formuló un dispositivo mas grande con el fin de evaluar si el tamaño de la impresión

afecta en la liberación de niclosamida como se puede observar en la figura 38

Figura 38 Dispositivos bicapa de 500 mg

El peso promedio de estas impresiones fue de 500 mg. Al igual que el dispositivo estándar, se

sometió a irradiación a dos longitudes de onda 808 y 1064 nm por 15 minutos cada una. Los

resultados arrojaron una pobre liberación desde el dispositivo durante los 30 minutos que

duró el experimento. El máximo de porcentaje de liberación con respecto a la cantidad de
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niclosamida que poseía este dispositivo fue cercano al 0.1 % como se puede apreciar en la

figura 37.

Figura 39.Perfil de Liberación niclosamida desde dispositivo bicapa de 10 x 5 mm sometido
a irradiación a 808 y 1064 nm por 30 minutos.

Este resultado sugiere que la liberación de niclosamida se ve afectada por el tamaño del

dispositivo impreso en 3D. Esto podria atribuirse al área superficial del dispositivo que entra

en contacto con el medio de disolución. En consecuencia, los dispositivos mas grandes y

pesados necesitaran mas tiempo para que el fármaco difunda desde la matriz hacia el exterior.

Esto se debe a que estos dispositivos tardarán más en hincharse y absorber agua, prolongando

el proceso de liberación de niclosamida.
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