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Resumen:

Las nanoparticulas (NPs) de oro generan calor al ser irradiadas gracias a sus propiedades
asociadas al fenomeno del plasmon superficial. Estas propiedades son dependientes del
tamafio y de la morfologia, pudiendo aplicarse esto a la liberacién controlada de activos con
el objetivo de evitar las interacciones en sitios no especificos y asi reducir los efectos
secundarios. Por otro lado, la impresion en 3D es una técnica innovadora de fabricacion
aditiva que permite combinar multiples materiales en un mismo dispositivo y adaptar las
formulaciones a geometrias personalizadas y precisas, dificiles de conseguir con otras
metodologias, Asimismo esto puede aplicarse al disefio de dispositivos farmacéuticos
innovadores. En este sentido, la estereolitografia es la técnica 3D que presenta la mayor
definicion y la ventaja de trabajar en solucion, sin aplicar temperatura, siendo esto favorable

para la incorporacion de nanosistemas dentro de los materiales para impresion.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar la inclusion de nanoparticulas de oro (AuNPs) de 2
morfologias distintas, Nanoesferas (AuNEs) y Nanobarras (AuNRs), en matrices poliméricas
mediante la técnica de impresion 3D de estereolitografia, para permitir la liberacion
diferencial controlada de farmacos gracias a la irradiacion a dos longitudes de onda

diferentes.

Como farmaco modelo se utilizard la niclosamida, un farmaco derivado del acido salicilico y
que pertenece a clase II segun el sistema de clasificacion biofarmacéutico (SCB). Este
farmaco inicialmente se utilizd6 como antihelmintico, pero en la actualidad se ha

reposicionado contra diferentes tipos de cancer 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 estimulo como lo es la irradiacion. Para esto se debe encontrar una
region de trabajo en donde los materiales utilizados sean imprimibles, permitan la correcta

solubilizacion del activo y contengan nanoparticulas de oro destinadas a terapia fototérmica.

Se utilizaron mezclas ternarias combinando un fotopolimero (PEGDA), un cosolvente (PEG)
y agua (en donde los nanosistemas se encontraron disueltos). Se desarrollé un disefio de
mezclas simples, mediante el software Design Expert en donde se evalud la solubilidad del

farmaco 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 procedio a la etapa de impresion en 3D por la técnica
de estereolitografia en donde se tuvo como objetivo que los materiales escogidos sean

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

Finalmente, obtenido los dispositivos impresos, estos se debieron pasar por una serie de
caracterizaciones en donde estudi6 la inclusion de los nanosistemas de oro, la correcta carga
y estabilidad del activo y la liberacion de este mismo desde el dispositivo frente a diferentes
estimulos. Adicionalmente se gener6 un dispositivo bicapa que contiene dos tipos de
nanosistemas que responden a la irradiacion a longitudes de onda distintas, permitiendo asi la
liberacion controlada del farmaco modelo niclosamida pudiéndose también adaptar la

geometria de este para su uso por diferentes vias de administracion.

Mediante los perfiles de liberacion, se comprobd que la incorporacion de nanosistemas a
materiales de impresion en 3D aumentaron la contribucidon de la liberacion por difusion
Fickiana del farmaco. Los perfiles ajustaron al modelo matematico de Peppas-Sahlin que

describe el mecanismo de liberacion de farmacos a partir de sistemas poliméricos

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

incorporacion de nanoparticulas y la irradiacion con laser de 808 nm y 1064 nm.
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Capitulo 1 Introduccion:

Desafios de la administracion espacio temporal controlada de farmacos:

Para que un farmaco pueda desencadenar su efecto terapéutico, la molécula debe interactuar
en un lugar especifico de accion y provocar una respuesta farmacoldgica deseada. El
proposito principal de una formulacion farmacéutica radica en la administracion segura y
eficaz del farmaco, permitiendo alcanzar concentraciones plasmaticas dentro de los rangos

terapéuticos sin exponer al paciente a niveles toxicos. '

Sin embargo, la administracion convencional de farmacos presenta un inconveniente
fundamental: el farmaco se distribuye en todo el organismo en lugar de concentrarse
exclusivamente en el sitio de accidn terapéutica. Este desafio puede desencadenar problemas
de seguridad al afectar 6rganos o tejidos no deseados. > Ademas, para lograr que la cantidad
necesaria de farmaco alcance su destino terapéutico, se requiere de la administracién de dosis
elevadas y repetitivas lo que conlleva una serie de desventajas como la aparicion de efectos
adversos, un mayor riesgo de intoxicacion y una disminucion en la calidad de vida de los

pacientes. *

Para superar estos desafios y optimizar la administracion segura de farmacos, se ha
desarrollado la idea de dirigir los activos hacia su sitio de accion deseado.® Esto ha dado
lugar a una variedad de estrategias relacionadas con las vias de administraciéon y las

formulaciones farmacéuticas utilizadas para entregar las moléculas activas. >¢

Las formulaciones farmacéuticas desempefian un papel crucial al determinar parametros

67 lo que afecta directamente la biodisponibilidad,

biofarmacéuticos, como la liberacion
eficacia y potencia del farmaco. ' Las formulaciones de liberacion controlada permiten ajustar
la velocidad de liberacion y, por lo tanto, el tiempo que la molécula permanece en el
organismo. ® Ademas, estas formulaciones pueden ser disefiadas para liberar el farmaco en un
lugar y momento especificos, promoviendo asi su interaccion en el sitio de accion

terapéutico.

Para que un dispositivo sea capaz de controlar la cinética de liberacién de un activo, la
formulacion debe ser capaz de responder frente a un estimulo que determine el momento y

mecanismo de liberacion. ®
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Existen estimulos 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. ’

Por otro lado, existen estimulos externos como, por ejemplo, el magnetismo, ultrasonido o la
luz que no dependen de las condiciones fisioldgicas del paciente lo que los hacen estimulos

ideales para activar mecanismos de liberacion. '

En este contexto la nanotecnologia ha generado gran interés. Esta tecnologia permite la
sintesis de nanoparticulas que actian como verdaderas “antenas” que son capaces de generar

respuestas especificas cuando son expuestas a estimulos. !

Nanotecnologia

La reduccion del tamafo de particulas a escalas nanométricas conlleva beneficios
significativos en diversas aplicaciones cientificas. Estos beneficios incluyen el aumento de la
relacion superficie/volumen, lo que facilita la funcionalizacion de las nanoparticulas '*. La
funcionalizacién permite la adhesion de moléculas en la superficie de las nanoparticulas, lo
que, a su vez, simplifica su direccionamiento. * Ademas, la reduccion del tamafio de
particula mejora la velocidad de disolucion de principios activos poco solubles,

incrementando su biodisponibilidad y su capacidad de traspasar membranas biologicas.'

En la sintesis de nanoparticulas, se dispone de una amplia variedad de materiales tanto
organicos como inorganicos, cada uno con propiedades Unicas y aplicaciones especificas.
Dentro de las nanoestructuras orgéanicas, destacan nanomicelas, nanoliposomas,

nanocépsulas, dendrimeros y nanoparticulas poliméricas. '>'¢

Los nanomateriales metalicos presentan propiedades Opticas y magnéticas tinicas "' que

surgen debido a su interaccion con la luz. Entre estos materiales, el oro destaca por su
biocompatibilidad, baja citotoxicidad y estabilidad. Estas caracteristicas hacen que el oro sea
un candidato muy prometedor para aplicaciones en el ambito de la biomedicina y la

nanomedicina. '’
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Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro (NPAu) presentan propiedades Opticas y electromagnéticas, entre
las que destaca el fenomeno del efecto plasmonico. '* Este efecto se debe a la alta densidad
electronica en la superficie de las nanoparticulas de oro, particularmente en su banda de
conduccion, lo que permite que los electrones en esta zona se muevan libremente. La
resonancia local plasmonica de superficie (SPLR, por sus siglas en inglés) ' es un fendmeno
que involucra la oscilacion colectiva y sincronizada de los electrones en la capa superficial de
los atomos que componen la nanoestructura (Figura 1). Esta oscilacion y excitacion se
desencadenan como resultado de la interaccion de la nanoparticula con la luz. Esta
interaccion resulta en un aumento de la disipacion local de la energia, lo que, en el caso de las

nanoparticulas de oro, genera fototermia. '>*

La morfologia de la nanoparticula es determinante en la energia requerida para inducir el
SPLR. ?' Esto se debe a que el tamafio y la forma de la nanoparticula limitan el movimiento
de los electrones en el sistema. En el caso de nanoparticulas con alta densidad electronica en
la superficie, como las nanobarras de oro (AuNRs) %, la energia requerida para excitar a esos
electrones es menor, lo que se traduce en una longitud de onda mas larga, ya que existe una
relacion inversa entre ambos factores. Por esta razon, el plasmon de las AuNRs de segunda
ventana biologica (AuNRs 2) se encuentra en torno a los 1064 nm, mientras que el de las

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

Campo
eléctrico
*" “'., -; I I ] %
v * [ h * Direccion del
- — N B — —d&" campo eléctrico
Nancesferas de oro AuNSs Nancbarras de oro AuNRs

Figura 1. Representacion del efecto de resonancia local plasmonica de superficie (SPLR) de
las nanoparticulas de oro. Imagen obtenida de Biorrender.
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Controlando las condiciones de sintesis se pueden obtener diversas estructuras y morfologias
con diferentes plasmones caracteristicos. Esto cobra esencial sentido al sintetizar
nanoparticulas que respondan a longitudes de onda ubicadas las regiones de infrarrojo

cercano NIR pudiendo generar aplicaciones en la biomedicina. *

El infrarrojo cercano es una region del espectro electromagnético que se encuentra cercano al
espectro visible, con longitudes de onda desde los 650 hasta los 2500 nm . Esta region no es
visible para el ojo humano y las biomoléculas como el agua, la hemoglobina y los tejidos
bioldgicos presentan una baja absorcidon y dispersion en esta zona lo que la hace ideal para
licaci 1 icina. ** Al ial 1 iculas d
aplicaciones en la medicina. ** Algunos materiales como las nanoparticulas de oro son
capaces de interaccionar con la radiacion en estos rangos permitiendo una alta penetracion

del tejido sin producir efectos indeseados en los tejidos.

Se han descrito 3 de estas zonas llamadas ventanas biologicas. *°
1° Ventana Biologica NIR I: 650 -950 nm

2° Ventana Biologica NIR II: 1000-1350 nm

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

Las propiedades de estas nanoparticulas plasmonicas representan una potencial herramienta
para la medicina, ya que pueden aplicarse de diversas maneras, desde el direccionamiento de
farmacos y el control de la liberacion hasta la terapia fototérmica ***°. La capacidad de ajustar
la longitud de onda del SPLR segiin la forma y el tamafio de las nanoparticulas ofrece una

gran versatilidad en la manipulacion de estos materiales para aplicaciones bioldgicas. *’

Es esencial destacar que, debido a su naturaleza coloidal, las nanoparticulas necesitan ser
estabilizadas para evitar la aglomeracion y permitir su dispersion en un solvente apropiado. **
Esta estabilizacion se puede lograr mediante un agente estabilizante que contrarreste las
fuerzas de atraccion entre las particulas y controle el proceso de agregacion de los a&tomos
metalicos, lo que puede lograrse a través de efectos electrostaticos, impedimento estérico, o

una combinacion de ambos. %

Un ejemplo destacado de estabilizacion es la formacion de enlaces covalentes por medio de
moléculas de tiol en las nanoparticulas de oro. ** Los atomos de oro reaccionan con los
grupos sulthidrilos (SH) de las moléculas con las cuales se funcionalizan las nanoparticulas

de oro, creando enlaces covalentes Au-S. ?® Esta estabilizacion a través de enlaces covalentes
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contribuye a la estabilidad de las nanoparticulas de oro empleando moléculas como los

polietilenglicoles terminados en SH. '

Una de las estrategias innovadoras utilizadas para la incorporacion de nanoparticulas en
formulaciones farmacéuticas es la tecnologia de impresion en 3D. 3! Esta técnica abre nuevas
oportunidades en el campo de la nanomedicina y la terapia fototérmica al permitir la
produccion de formulaciones farmacéuticas personalizadas de diversos materiales que

permiten la incorporacion de nanoparticulas de oro. *

Impresion 3D

La impresion en 3D es una técnica de fabricacion aditiva que se caracteriza por la creacion de
objetos solidos tridimensionales a partir de instrucciones contenidas en un archivo digital **.

En lineas generales, la tecnologia de impresion en 3D permite:

-La creacion de estructuras sélidas con precision y personalizacion, en una gran variedad de

tamafios y formas. *

- La capacidad de combinar materiales con propiedades fisicoquimicas 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 si. *

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

son dificiles de lograr con métodos tradicionales. *

Gracias a los beneficios que entrega la impresion en 3D, se abre la posibilidad de poder
personificar las terapias y crear nuevas formulaciones farmacéuticas solidas especificas para
grupos de pacientes con necesidades particulares, como nifos, pacientes geriatricos o

34,37

disfagia.

Ademas de permitir la liberacion controlada o sostenida y la dosificacion individualizada de
activos, la impresion en 3D permite obtener objetos sélidos con una gran variedad de
posibilidades, permitiendo el disefio de formulaciones farmacéuticas especializadas que se

3 Los disefos de

pueden adaptar a diversas condiciones fisioldgicas de los pacientes.
impresion en 3D se pueden obtener mediante el uso de sofiwares asistidos por modelador
(CAD) *, estd técnica permite crear, analizar y disefiar planos en modelos de tres

dimensiones. Por otro lado, los disefios digitales también se pueden obtener a partir de
15



técnicas de imagen en tiempo real, como la resonancia magnética RM o tomografia
computarizada TC, esto representaria la posibilidad de generar dispositivos geométricamente
adaptados a la anatomia individual de los pacientes permitiendo un mayor énfasis en la

personalizacion de la terapia. *

Estereolitografia SLA

Dentro del amplio espectro de técnicas de impresion en 3D, destaca la estereolitografia (SLA)
como una de las técnicas con mayor precision, adicionalmente permite trabajar en solucion y

a temperatura ambiente siendo amigable para la incorporacién de moléculas termosensibles.

41

En esta técnica, se emplean resinas liquidas que se solidifican o se ‘“curan” mediante la
exposicion a un laser por un proceso de fotopolimerizacion. ** El sistema SLA mas comun es
la estereolitografia inversa, en la cual la resina liquida se vierte en un tanque. Cuando
comienza la impresion, la base, conocida como cama de impresion, se sumerge en la resina,
dejando una fina capa de liquido entre la base y el fondo del tanque. En esta etapa, un laser
UV se enfoca en la parte inferior del tanque de resina, esculpiendo una seccidn transversal del
modelo 3D y endureciendo el material. De este modo, la impresion se construye mediante la
adicion de capas sucesivas. Cuando se completa una capa, la cama se retira desde el fondo del
tanque, permitiendo que la resina liquida vuelva a fluir y se prepare para imprimir la siguiente

capa. ¥

El proceso de fotopolimerizacion puede ser desencadenado por diferentes estimulos como la
luz, un haz de electrones, temperatura, entre otros. ** Para este proceso se necesitan al menos
tres componentes, una fuente de luz, un polimero fotopolimerizable y un fotoiniciador. **
Adicionalmente se pueden incorporar otras materias primas con el fin de modificar la resina,
tales como cosolventes, farmacos o nanoparticulas. El resultado final de la reaccion es un

solido que suele ser insoluble.
La reaccion de fotopolimerizacion consta de 3 etapas:

e Iniciacion: Los componentes de la resina son irradiados por luz provocando la

formacion de especies radicalarias
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e Propagacion: Los radicales libres atacan a las unidades del polimero y se propagan.
Los grupos funcionales disponibles reaccionan entre si y se produce el

entrecruzamiento formando redes reticuladas.

e Terminacion: El proceso termina cuando se forman enlaces covalentes entre las redes

reticuladas. *

Generar dispositivos a partir de reacciones de polimerizacion brindan varias ventajas en la
industria farmacéutica *’, entre ellos la capacidad de controlar la liberacion de un agente
mediante la modificacion de pardmetros tales como la concentracion del polimero, la

36, Estos parametros influyen

concentracion del fotoiniciador o el tiempo de irradiacion
directamente en el grado de reticulacion del dispositivo final. De esta manera se pueden crear
estructuras con diversos grados de reticulacion segun los requerimientos de la formulacion y
por lo tanto permitiendo controlar la liberacion de los agentes activos incorporados en los

impresos. ¥/

Para generar dispositivos cargados de fdrmacos mediante impresion en 3D estereolitografia
se pueden seguir dos caminos. En primer lugar, se puede incorporar el activo directamente a
la resina liquida previo al proceso de impresion, en este caso el firmaco se solubiliza y
distribuye homogéneamente en la resina mediante agitacion mecanica. ** Posterior a la
reaccion de fotopolimerizacion que implica el proceso de impresion, las moléculas de
farmacos quedan retenidas fisicamente en la red reticulada y estas podran ser liberadas
cuando el dispositivo final sea sumergido en un medio de disolucién que permita la liberacion
por difusion. * En segundo lugar, el farmaco puede ser incorporado a un dispositivo en blanco
mediante técnicas tradicionales de carga como por ejemplo adsorcion, inmersion o
recubrimiento. La ventaja de este segundo método de incorporacidon es que se protege a la
molécula activa de la degradaciéon que podria significar el proceso de impresion. Sin
embargo, la carga del activo posterior al proceso de impresion implica un proceso de
fabricaciéon adicional y no asegura la incorporacion total de la cantidad de farmaco

propuesta. 4

Como se mencion6 anteriormente, la impresion en 3D basada en sistemas SLA es una
herramienta que otorga gran versatilidad a la hora de disefiar 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 podria solucionar
problemas de dosificacion y administracion de activos que son imposibles de cubrir con los

métodos tradicionales de formulacion. #-°

Materiales para SLA

El componente principal de las resinas para impresion en 3D es el polimero fotopolimerizable
o monomero. Posterior al inicio de la reaccion de polimerizacion los grupos funcionales de la
estructura forman radicales libres que reaccionan entre si para formar las redes reticuladas.
Los polimeros mas utilizados para SLA son mondémeros de acrilatos, metacrilatos y epdxidos
> Para fines biologicos el polimero debe ser biocompatible y contener grupos acrilatos y /o
metacrilatos en su estructura, la presencia de estos grupos permite una reaccion de

fotopolimerizacion rapida, necesaria para aplicaciones biomédicas. 543

El polimero utilizado para la realizacion de esta tesis es el polietilenglicol di acrilato PEGDA
2 (Figura 2) de dos diferentes pesos moleculares 250 y 575. Actualmente, se han desarrollado
diversos sistemas de entrega de medicamentos a base de este polimero fotosensible. ** > Esta
molécula surge de la incorporacion 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 incorporacion de grupos acrilatos le entrega la capacidad de convertirse en una molécula

fotosensible y curable. 374

La diferencia de los pesos moleculares afectara a las propiedades mecanicas de los
dispositivos impresos. Las resinas compuestas por mondémeros de bajo peso molecular
tienden a formar estructuras quebradizas por formar redes reticuladas rigidas. Las resinas
compuestas por monomeros de alto peso molecular, con temperaturas de transicion vitrea

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

36,54
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Figura 2 Estructura organica Polietilenglicol di-acrilato PEGDA

farmacéuticas.
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Otro componente fundamental de la resina es el fotoiniciador >3 Los fotoiniciadores son
moléculas generalmente orgénicas, termoestables y que presentan rangos de longitudes de
onda en los cuales presentan una absorcion alta de energia. *° Estos son capaces de
desencadenar las reacciones de polimerizacion y dependiendo de la naturaleza del
fotoiniciador estas pueden ser radicalarias o idnicas. " Dentro de los fotoiniciadores radicales
existen: tipo I de escision como el difenil 6xido fosfina (TPO) o trimetil benzoil 6xido de
fosfina (BAPO) y tipo II de abstraccion de hidrogeno como Camforquinona (CQ). Se ha
demostrado que los fotoiniciadores tipo I tienen una mayor eficiencia de curado que los tipos

IL. %

En general el fotoiniciador debe tener una buena solubilidad en el polimero, un amplio rango
de absorcion y reactividad quimica y fotoquimica. * Para las finalidades biologicas estos
fotoiniciadores deben ser biocompatibles. ®© Se ha demostrado que los fotoiniciadores menos
toxicos son aquellos que absorben en el rango UV-A que comprende longitudes de onda
desde el 315 a los 400 nm. * La eleccion del fotoiniciador va a ser determinante para
pardmetros como la toxicidad de la resina y la velocidad de la reaccion de

fotopolimerizacion.

Bajo estos antecedentes, se seleccion6 el fotoiniciador difenil (2,4,6-trimetilbenzoil) Oxido
de fosfina (TPO) (Figura 3) que pertenece al tipo I y absorbe longitudes de onda entre 365 y

425 nm 57,58,60

T

o

Figura 3 Estructura orgdnica Difenil (2,4,6- trimetilbenzoil) Oxido de fosfina)
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El mecanismo de la reaccion de fotopolimerizacion comienza cuando la impresora somete a
la molécula de TPO a irradiacion con una longitud de onda a 406 nm. ° Se plantea la
hipotesis de que se produce una ruptura homolitica de la molécula generando dos radicales
libres que pueden reaccionar con los grupos acrilatos del PEGDA iniciando la etapa de
propagacion como se puede apreciar en la Figura 4. Finalmente, la reaccion termina cuando

se forman enlaces covalentes entre los polimeros entrecruzados. **%

I
§ — p. 0 + HC ~o
o] 6)‘ 0 "

PEGDA
TPO ‘

Crosslinking

\4

0
@)
n
o)
0

Figura 4 Mecanismo de fotopolimerizacion propuesto de PEGDA y TPO.

Crosslinking PEGDA

Adicionalmente, a las resinas liquidas se le pueden incorporar otras moléculas que puedan
promover la solubilizacion de activos o servir como coadyuvantes del proceso de impresion.
3264 Bl Polietilenglicol PEG 400 (Figura 5) es un poli éter, ampliamente utilizado como
disolvente debido a sus propiedades fisicoquimicas. A mayor peso molecular del PEG sera
mas soluble en agua. ® Para aplicaciones de este trabajo, se utilizarda como co-disolvente del
activo y diluyente para controlar la capacidad de reticulacion del PEGDA . Ademas, es

biodegradable, biocompatible y no téxico.
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Figura 5 Estructura organica Polietilenglicol (PEG)

Dentro de las ventajas que ofrece la técnica de SLA con respecto a otras técnicas
encontramos una alta resolucion y precision de los impresos. ® Debido a su alta versatilidad,
se pueden disefiar y crear distintos tipos de resinas liquidas fotopolimerizables y al trabajar en

solucion, se pueden incorporar diversas moléculas como farmacos y /o nanoparticulas. ¢’

Gracias a todas las ventajas antes mencionadas, se llega a la hipotesis que las nanoparticulas
plasmonicas y la impresion en 3D generaran un efecto sinérgico entre si, ya que combinan la
alta precision en el desarrollo de objetos tridimensionales, la personalizacion y la posibilidad
de combinar e incorporar diferentes materiales en un dispositivo que nos ofrece la impresion

en 3D con las propiedades Opticas y magnéticas de las nanoparticulas plasmoénicas.

De esta manera, se propone disefiar un dispositivo farmacéutico impreso en 3D mediante la
técnica de SLA que contenga nanoparticulas de oro con el objetivo que estas respondan frente

a un estimulo y permitan controlar la cinética de liberacion de un activo.

El farmaco modelo utilizado para el desarrollo del dispositivo propuesto es la niclosamida
(Figura 6). La niclosamida es un farmaco derivado del acido salicilico y que pertenece a clase
IT segun el sistema de clasificacion biofarmacéutico (SCB), debido a su baja solubilidad y
alta permeabilidad. ®® Inicialmente se utilizd como antihelmintico para el tratamiento de
parasitos como la Taenia Sp. El mecanismo de accion del farmaco es mediante la inhibicion
de la fosforilacion oxidativa en el parasito. Actualmente se ha reposicionado este farmaco y
se ha estudiado su utilidad contra céncer gastrico, de prostata, mama y también ha

demostrado eficacia contra COVID y Helicobacter pylori. ©'
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Figura 6 Estructura organica niclosamida

Hipotesis

El disefio y desarrollo de dispositivos impresos en 3D mediante estereolitografia que
contienen nanoparticulas de oro de diferente morfologia y un fArmaco modelo permitira el
control de la liberacion del principio activo mediante la exposicion del dispositivo a

estimulos externos como la irradiacion a diferentes longitudes de onda.

Objetivo general

Disenar, desarrollar y caracterizar dispositivos impresos en 3D destinados a terapia
fototérmica combinando la técnica de impresion estereolitografia con nanoparticulas de oro

de diferentes morfologias para la liberacion controlada de niclosamida.

Objetivos especificos

e Objetivo Especifico 1: Desarrollar materiales de impresion para SLA sensibles a la luz

para terapia fototérmica.

o Objetivo Especifico 2: Estudiar el efecto de la inclusion de nanosistemas de oro en un
dispositivo sélido fabricado mediante impresion en 3D y evaluar su influencia en la
liberacion controlada del fArmaco modelo niclosamida.
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e Objetivo Especifico 3: Generar un dispositivo bicapa que contenga dos tipos de
nanoparticulas y que sea capaz de responder a estimulos y liberar de manera controlada el

farmaco modelo niclosamida.
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Capitulo 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 utilizé agua Milli-Q ultrapura con una resistividad de 18,2 MQ a 25°C, filtrada a
través de un filtro de tamafo de poro de 0,22 pm, en el estudio. A menos que se especifique

lo contrario, todos los demds productos quimicos fueron de grado analitico.
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2.2 Metodologia

Esquema general de metodologia:

1. Sintesis y caracterizacion AuNPs

ey

AUNRS 2 AuNRs 1 AUNEs
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UV-Vis Scattering%LS electronica de Tracking
barrido Analysis NTA

2. Disefio y eleccion matrices para I3D
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2. IR
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4. UV-Vis (PEGDA 575)

Impresién en 3D
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5.1 Estudios de liberacion con Irradiacion

4. Impresion en 3D

Caracterizacion del Sélido
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. Microscopia Optica
. Microscopia Electronica

5.2 Estudios de liberacion sin Irradiacion

EDX

. Uniformidad de Peso
. Efecto fototérmico
FTIR

PNMR

Nooswn -

Deteccion de
niclosamida por HPLC

Figura 7 Esquema representativo de Metodologia General
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2.3 Sintesis de Nanoparticulas de Oro

Los nanosistemas fueron sintetizados mediante el método de sintesis quimico bottom up, que
consiste en la nucleaciéon y crecimiento de las nanoparticulas, a partir de un precursor

metalico y la posterior reduccion de este a valencia 0.7

Para la obtencién de Nanoesferas (AuNEs). Las AuNEs fueron preparadas por reduccion
con citrato. Una solucién acuosa de HAuCl, fue llevada a reflujo y luego de 10 min se le
agregd una solucion acuosa de citrato de sodio 38,8 mM calentada entre 50 y 60°C. Se dejo el
sistema a reflujo en un balén de fondo redondo durante 30 minutos exactos hasta la obtencion
de una solucion roja oscura. Una vez obtenidas las AuNEs el pH se ajust6 entre 7-8

utilizando una solucién de NaOH diluido. 7

Los nanobarras de Oro (AuNRs 2) de 1064 nm se sintetizaron utilizando el método de
crecimiento mediado por semillas modificado. La semilla se preparé mezclando 85 pL de una
solucion de HAuCl4 (29,4 mM) con 4,915 ml de CTAB (0,1 M) como agente estabilizante y
se agitd durante 5 min; luego se afiadieron 300 pL de una solucién fria de NaBH,/NaOH (10
mM/0,01 M) para reducir el oro y se mantuvo en agitacion durante 30 min. Posteriormente, la
solucion de crecimiento se prepard afiadiendo 170 pl de solucién de oro HAuCl, (29,4 mM) a
9,83 ml de CTAB. (0,1 M) y se agitd durante 10 min. Luego, se afiadié 1 ml de AgNO; (10
mM) a la mezcla y se agité durante 30 seg. Pasado el tiempo se agregaron 500 pL de
hidroquinona (100 mM) y se dejé agitando hasta que cambidé de color (de amarillo a
incoloro). Finalmente, se extrajeron 160 pL de la semilla y se mezclaron con la solucién de

crecimiento, se dejaron reposar durante la noche.

La funcionalizacién de las AuNRs 2 se realizé 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 sometid a agitacion constante, se agregd 100 pL de una solucion de KOH
IM vy posteriormente 700 pL. de una solucion de PEG-Ome al 0,1 M. Se dejo en agitacion
durante 1 hora y se centrifug6 a 12.500 rpm por 1 hora, finalmente se resuspendieron en 10

mL de agua Milli-Q.

Las nanobarras de primera ventana (AuNRs 1) se sintetizaron utilizando el método de
crecimiento mediado por semillas. La semilla se preparé mezclando 85 uL de una solucién de

HAuCl, (29,4 mM) con 4,915 ml de CTAB (0,1 M) como agente estabilizante y se agito
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durante 10 min; luego se afiadieron 300 pL de una solucién fria de NaBH,/NaOH (10
mM/0,01 M) para reducir el oro y se mantuvo en agitaciéon durante 30 min. Posteriormente, la
solucion de crecimiento se prepar6 afiadiendo 170 pl de solucion de oro HAuCl, (29,4 mM) a
9,83 ml de CTAB. (0,1 M) y se agit6 durante 10 min. Luego, se afiadié 75 pL de Acido
ascorbico (100 mM) a la mezcla y se agitd durante 30 seg. Pasado el tiempo se agregaron 80
pL de AgNO; (5 mM) y se dejo agitando por 30 segundos, luego se extrajeron 120 uL de la
semilla y se mezclaron con la solucidén de crecimiento, se dejaron reposar durante 2 horas.

Adicionalmente las AuNRs 1 se funcionalizaron agregando 100 pL. de KOH (1M) y 50 pL de
PEG-Ome (ImM), se agitd por 10 min y luego se centrifugd a 12600 rpm por 10 min. Se
resuspendieron en 10 mL de agua Milli-Q y se afiadi6 una solucion de KOH 100 puL (1 M) en
agitacion por 30 segundos, posterior se agregaron 300 uL. de PEG-COOH (1mM). Se sometio
a una ultima centrifugacion a 12600 rpm por 20 min y se resuspendieron en 10 mL de agua

Milli-Q.2¢

2.3 Espectrofotometria UV-Vis.

La resonancia de plasmén de las AuNEs y AuNRs se evalu6 a través de espectroscopia UV,
utilizando un espectrofotdometro Agilent 8453 UV-DAD (Agilent Technologies, Santa Clara,
EE. UU.) controlado por el software Chemstation v.B04-02. La configuraciéon de medicion

incluy6 una resolucion de 1 nm y un rango de 190 a 1100 nm.

2.4 Determinacion de didmetro hidrodinamico e indice de polidispersidad:

Los nanosistemas sintetizados se sometieron a caracterizacion de su didmetro hidrodinamico
(tamafio) e indice de polidispersion (PDI) utilizando la técnica de dispersion de luz dindmica
(DLS) con dispersion no invasiva, medida a un angulo 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 Analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA).

La concentracion de las AuNEs y AuNRs se cuantifico mediante analisis de seguimiento de
nanoparticulas (NTA) utilizando un sistema NanoSight NS300 (NanoSight, Amesbury, Reino

Unido). Antes de la caracterizacion, se realiz6 una dilucion de 1:100 utilizando agua Milli-Q.
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2.6 STEM

Las muestras se sometieron a observacion a través de microscopia electronica utilizando un
microscopio electréonico de transmision de barrido, el FEI Inspect F50. Para lograrlo, se
colocaron 20 pL de cada muestra en una rejilla de cobre con recubrimiento de
Formvar/carbono durante 2 minutos. Luego, la rejilla se sometié a un doble enjuague con
agua Milli-Q, cada uno durante un minuto, después de lo cual se secd cuidadosamente

utilizando papel absorbente Whatman.

2.7 Disefio de matrices para Impresion en 3D

Para la fabricacion de matrices poliméricas como materiales para impresion 3D a través de
fotopolimerizacion en batea, se estudio la solubilidad del farmaco modelo niclosamida en
mezclas ternarias. Las proporciones para preparar estas mezclas se obtuvieron utilizando el
software Design Expert. El disefio experimental ternario fue un disefio de centro mixto. Se
combinaron diferentes proporciones de un fotopolimero (PEGDA), un cosolvente (PEG 400)
y agua, en la que se suspendieron los nanosistemas. Se realizaron combinaciones de
solventes, lo que resultd en 13 matrices diferentes, y se evalud la solubilidad del farmaco

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

2.8 Evaluacion 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 disefiadas en tubos eppendorf de 1,5 mL y se agregd la
cantidad de niclosamida suficiente para sobresaturar la solucion, se dejo en agitacion
constante por 72 horas y posteriormente se centrifugaron y filtraron las muestras, se tomo el
sobrenadante y se midi6 mediante espectrofotometria UV-Vis. Todo el ensayo se realiz6 a 25

°C.

2.9 Reologia

Los andlisis reoldgicos se realizaron a temperatura de 25 °C y presion atmosférica. Se utilizo
el equipo HAAKE RheoStress 1, utilizando el sensor plato-plato PP35 Ti con una separacion
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 Impresion en 3D

Los cilindros de 3x5 mm se disefiaron utilizando el software CAD Fusion 360 (Autodesk
Inc., California, EE. UU.), y luego los archivos de impresion 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 parametros de impresion utilizados para

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

Para la impresion en 3D del dispositivo bicapa con PEGDA 575 se siguieron los mismos
parametros de impresion que para los dispositivos monocapa, se inicid el proceso con una
resina que contenia AuNRs 2 sin embargo, la impresion se detuvo a la mitad (capa 84) y se

cambio la resina por una que contenia las AuNRs 1.

Tabla 1 Parametros de impresion de matrices poliméricas fotopolimerizables.

Parametro de Impresion PEGDA 250 PEGDA 575
Capas totales 109 168

Tiempo de exposicion (seg) 4 20

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

Distancia de elevacion (mm) 5 5

Altura de capa (mm) 0,05 0,05
Velocidad de elevacion (mm/min) 65 180
Velocidad de retraccion (mm/min) 150 150

2.11 Microscopia Optica

Las muestras se colocaron en una lamina de vidrio calibrada y se observaron bajo un

microscopio Optico (modelo OLYMPUS BX-51) a una magnificacion de 10x.

2.12 Espectroscopia infrarroja

Se utilizd6 un equipo FT-IR modelo iS50 de Thermo Scientific Nicolet para medidas de
transmision y reflectancia. Se tomaron alicuotas de las matrices 5 y 6 antes y después de

someterlas al proceso de impresion y se caracterizaron por espectroscopia infrarroja.
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Adicionalmente se sometieron los dispositivos s6lidos a un proceso de congelamiento con
nitrogeno liquido y posterior pulverizacion para poder caracterizarlos por FITR. A modo de

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

2.13 Resonancia magnética nuclear de fosforo

Se obtuvieron los espectros de fosforo de transformadas de Fourier mediante la utilizacion
del equipo de resonancia magnética nuclear BRUKER AVANCE-200 de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile, el solvente utilizado para todas las muestras fue DMSO — d6.
Mediante el software ORIGIN se obtuvieron las imagenes de los espectros de las matrices 5y
6 antes y después de la impresion y de los solidos pulverizados con nitrogeno liquido 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
evalud la uniformidad de los pesos de las formas obtenidas. Para ello, fue necesario pesar
diez impresiones de igual tamafo, calcular la masa promedio y verificar que no mas de dos
masas individuales se desviaran en mas del 5% de la masa promedio. Se transportaron diez
copias de cada matriz a la balanza analitica para determinar el peso de cada impresion. Estas
impresiones se pesaron meticulosamente dentro de un tubo Eppendorf de 1,5 mL. Antes del
proceso de pesaje, la balanza se calibr6 utilizando el tubo Eppendorf vacio para asegurarse de

que solo se registrara el peso de la impresion en si misma.

2.15 Microscopia Electronica de Barrido

Se utiliz6 microscopia electronica de barrido (SEM) (FEI Inspect 50-USA con un voltaje de
aceleracion de 3-20 kV) a magnificaciones entre 500x y 14,000x para analizar la morfologia

superficial y la estructura interna de las impresiones.

Para los estudios de andlisis estructural de los dispositivos solidos frente a diferentes
estimulos se dispusieron 4 dispositivos solidos, 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 irradiacion a 1084 nm durante estos 5 minutos
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y se observé bajo el microscopio. El esquema de preparacion de muestras se representa en la

Figura 8.
Irradiacion + Irradiacion -
AuNRs 2 + | |
\\\(
L
AuNRs 2 -

Figura 8 Esquema representativo de metodologia de la preparacion de muestras para ensayo
de analisis estructural SEM.

2.16 Evaluacion del efecto fototérmico:

Se utilizaron un laser de 532 nm (LDCU5/9020, Power Technology, Alexander, AR, EE.
UU.), un laser de 1064 nm (IQ1A350, Laseray Inc., EE. UU.) y un laser de 808 nm
(IQ1A350, Laseray Inc., EE. UU.) para irradiar las AuNEs y AuNRs2 y AuNRsl en una
camara oscura cercana para evaluar el efecto fototérmico de las nanoparticulas en los
dispositivos impresos. La potencia del laser utilizada fue de 300 mW, 400 mW y 350 mW
respectivamente. Las imagenes se capturaron con una camara termografica FLIR E8xt (FLIR
Systems Inc, Washington DC, EE. UU.). Los objetos impresos con nanoparticulas y las
impresiones de control sin nanoparticulas 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 nanoparticulas en las impresiones

3D.
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El dispositivo control en ambos casos fue la matriz 6 sin nanoparticulas de oro. Para el
control de las AuNEs se irradio el blanco con un laser de 532 nm, en el caso del control de las
AuNRs2 se irradi6 el blanco con un laser de 1064 nm y para el control de las AuNRs 1 se

irradid el blanco con un laser de 808 nm.

2.17 Evaluacion de la Liberacion sin Irradiacion y el Equilibrio de Solubilidad
en Fase por Espectrofotometria UV-Vis.

Los dispositivos impresos se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 MI con PBS y se
sometieron a una agitacion continua a 250 rpm en un termoagitador a 37 °C. Se tom6 una
muestra de 1 mL para su medicion en el espectrofotometro UV-Vis a los 30 minutos, 60
minutos, 90 minutos, 120 minutos y 4320 minutos (equivalente a 3 dias). La muestra tomada
para la medicion se devolvia al mismo tubo para asegurar que la concentracion de

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

2.18 Evaluacion de la Liberacion mediante irradiacion con laser por
Espectrofotometria UV-Vis:

Los dispositivos se colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se irradiaron durante 15
minutos utilizando un laser de 532 nm (LDCUS5/9020, Power Technology, Alexander, AR,
EE. UU.) o un laser de 1064 nm (IQ1A350, Laseray Inc., EE. UU.), y la liberacion del
farmaco modelo se registrd6 midiendo la espectrofotometria UV-Vis a 333 nm cada minuto.

Las determinaciones se realizaron en triplicado.

2.19 Analisis estadistico:

Cada resultado se expreso con su valor medio + error estandar (SD). Se utilizo6 el software
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, CA, EE. UU.) para el andlisis estadistico. Se

utilizd6 una prueba de andlisis de varianza para la comparacién/ analisis estadistico. Se

considero estadisticamente significativo un valor de p igual o menor a 0,05.
2.20 Estudios de liberacion con y sin irradiacion por Cromatografia Liquida

(HPLC)

La fase movil utilizada fue preparada a partir de una solucion de Fosfato dihidrogeno de

potasio KH,PO, al (0,01 M) y Acetonitrilo CH;CN en proporcion 60:40 v/v. Se utiliz6 una
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columna Zorbax C189 (250 x 4,5, 5 um), las condiciones cromatograficas fueron el flujo a 1
ml/min, temperatura de la columna 30°C, pH=7, tiempo de retencion 4.0 min, volumen de

inyeccion 20 pl y detector UV con DAD a 350 nm. 7

Inicialmente se realizd una curva de calibracion. La solucion estandar de niclosamida fue
preparada pesando 5 mg de niclosamida y disolviéndose en 25 mL de una solucion 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 solucion estandar fue filtrada con un filtro de 0,22 um y se

inyectaron 20 pl al HPLC. Cada muestra se midio en triplicado.
Preparacion de muestras para determinacion por HPLC:

Para los estudios con irradiacion se pesaron 7 dispositivos impresos y se dispusieron en tubos
eppendorf de 1,5 mL. A cada uno se le agregd 1 mL de una soluciéon de PBS/Tween 80 al 1%.
Los dispositivos sumergidos se sometieron a tiempos de irradiacion de 1, 2, 3,5, 8, 13 y 15
minutos y se tomo el sobrenadante. Se filtrd el sobrenadante con un filtro de 0.22 um y se

inyectaron 20 pl al HPLC. Cada muestra se midio en triplicado

Para los estudios de liberacién sin irradiacion se pesaron 5 dispositivos impresos y se
dispusieron en tubos eppendorf de 1,5 mL. A cada uno se le agregdé 1 mL de una solucion de
PBS/Tween 80 al 1%. Los dispositivos sumergidos se sometieron a agitacion a 300 rpm por
30, 60, 90, 120 y 1440 minutos y se tomo el sobrenadante. Este se filtr6 y se inyecto en el

equipo de HPLC. Cada muestra se cuantifico por triplicado.

Para los estudios de liberacién del dispositivo bicapa, se pesaron 3 dispositivos y se
dispusieron en tubos eppendorf de 1,5 mL. A cada uno se le agregd 1 mL de una solucion
PBS/Tween 80 1%. El solido 1 se sometio a irradiacion durante 15 minutos con un laser de
808 nm, el solido 2 se someti6 a 15 minutos con un laser de 808 nm y 15 minutos con el laser
de 1064 nm. El sélido 3 no fue expuesto a irradiacion y se tomd la muestra a los 30 min bajo

agitacion mecanica.
Ajuste a modelos cinéticos:

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

para modelar y ajustar cinéticas de perfiles de liberacion de farmacos.”’¢

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
Orden 0

Orden 1

Higuchi
Korsmeyer Peppas

Peppas- Sahlin

Ecuacion

F=K,xt

F=100 x (1 - e**9
F= K, x t*°
F=K,xt"

F=K, xt"+ K, x t*™
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Capitulo 3 Resultados y Discusion

Objetivo especifico 1. Desarrollar materiales de impresion para SLA sensibles a

la luz para terapia fototérmica.

Se propuso disefar una matriz liquida para impresion en 3D que este compuesta por el
polimero fotosensible PEGDA, un cosolvente PEG, nanoparticulas de oro resuspendidas en
agua Milli -Q, un fotoiniciador Difenil (2,4,6-trimetilbenzoil) 6xido de fosfina (TPO) y el
farmaco 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 morfologias 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 relacion aspecto 5,9 y de primera ventana

(AuNRs 1) de relacion aspecto 2,9.
Caracterizacion por UV-Vis:

En la Figura 9.a) se puede observar el plasmon caracteristico de las nanoesferas (AuNEs) a
532 nm. En la Figura 9.b el plasmén caracteristico de las nanobarras de segunda ventana
(AuNRs 2) a 1086 nm en donde, también se puede observar un plasmon cercano a 530 nm
que corresponde principalmente al plasmoén transversal de las AuNRs. En la Figura 9.c el
plasmon caracteristico de las nanobarras de primera ventana (AuNRs 1) a 774 nm, al igual

que en las AuNRs 2 el plasmon transversal a 530 nm.
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Figura 9 : Caracterizacion por espectrofotometria UV-Vis de las nanoparticulas de oro
dependiente de su morfologia a) AuNEs b) AuNRs c) AuNRs 1.
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En la Tabla 3 se pueden observar los datos correspondientes a la caracterizacion de los
nanosistemas mediante potencial Z y didmetro hidrodindmico. De esta manera se obtuvieron
parametros de estabilidad coloidal, considerando estable aquellos valores de potencial Z
cercanos a £ 30 mV 77 . De esta manera, las particulas tendran una fuerza de repulsion
electrostatica suficiente para no aglomerarse y desestabilizar la suspension coloidal. Ademas,
la medicion del didmetro hidrodinamico nos entrega un estimativo del tamafio de particula.
Sin embargo, estos valores se veran afectados por la anisotropia de cada nanosistema y por el
sistema de medicion del equipo que se basa en el movimiento browniano de las particulas en
suspension. 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 sintesis de las AuNEs. Adicionalmente el didmetro hidrodindmico arrojé un
valor de 27 nm. Si bien el valor esperado segun el protocolo de sintesis es cercano a 30 nm, la
medicion de este parametro cuenta con el valor afiadido de la esfera de solvatacion por lo que

es esperable un leve aumento en el valor de la medicion del diametro hidrodindmico.

Para las AuNRs 2 sin pegilar, el potencial Z arrojo un valor de +32 mV, evidenciando una
estabilidad coloidal deseada, este valor es positivo debido al estabilizante CTAB utilizado en
su sintesis ya que posee un grupo amonio en su estructura que le entrega una carga positiva.
Adicionalmente este agente puede ser toxico para las células debido a su capacidad
surfactante y al grupo amonio, lo que lo hace ser altamente reactivo con componentes
organicos, es por esta razon que se eliminard el CTAB mediante la funcionalizacion con
HS-PEG-O-me para todas las nanobarras que involucren CTAB en su sintesis. Por otro lado,
el didmetro hidrodinamico transversal dio un valor de 4 nm y el longitudinal de 60 nm, sin
embargo, al ser estructuras anisotropicas los valores obtenidos son estimados a partir de la
aproximacion de que las particulas son esféricas (segiin ajustes realizados por el software del
equipo) por los que es mas fidedigno considerar los valores obtenidos por microscopia

electronica.

Para los AuNRs 2 PEG-Ome el valor del potencial Z disminuy6 a — 20 mV indicando que se
logré remover el CTAB de la superficie. Adicionalmente los valores de didmetro
hidrodindmico aumentaron segun lo esperado tras la funcionalizacion de la superficie de las

nanoparticulas.

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 disminuyo6
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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 nanoparticulas presentaban
inestabilidad coloidal al cabo de unos dias cuando fueron funcionalizadas solo con
PEG-Ome. El potencial Z se mantuvo negativo, esto debido a las cargas del carboxilico y se

mantuvieron estables en el tiempo y en las matrices. Los valores de didmetro hidrodinamico

estan sobre lo esperado segun la sintesis, pero al igual que para las AuNRs 2 estos valores se

veran afectados por la morfologia anisotropica de estos nanosistemas.

Tabla 3 :Caracterizacion AuNEs, AuNRs por potencial Z y Diametro hidrodinamico.
Medicion en quintuplicado de 1 lote

Nanosistema Potencial Z Diametro Dh. Dh. PDI

(mV) hidrodinamico | Transversal Longitudinal

(nm) (nm) (nm)

AuNEs -48+ 3 27+1.2 - - 0.24
AuNRs 2 32.0+0.3 - 40+0.5 60+ 16 0,47
CTAB
AuNRs 2 21+ 6 - 17+ 9 208 + 129 0.30
-PEG- Ome
AuNRs 1 24+ 13 - 6,7+ 1,8 74,76 + 53 0,65
CTAB
AuNRs 1 2047 - 1,6 0,5 59 + 35 0,63
PEG-Ome
AuNRs 1 -35+9 - 3.0+0,9 69 + 38 0,64
PEG-COOH

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

parametros de concentracion y tamaifio de particula como se muestra en la Figura 10 en donde

se observd un diametro promedio de 35 nm para las AuNEs, de 53 nm para las AuNRsl

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

En la Figura 11. Se pueden observar las imagenes obtenidas por microscopia electronica de
los 3 nanosistemas sintetizados junto con sus histogramas de distribucién de tamafo y
aspecto en el caso de las AuNRs. En la Figura 11 a) y d) se observan las AuNEs por
microscopia electronica en donde se obtuvo un valor promedio de 22 nm de didmetro segin
los histogramas de tamafo. En la Figura 11 b) y ) se observan las AuNRs 2 obtenidas con
un diametro de 70 y 80 nm y una relacion aspecto de 5,9. En la figura 11. ¢) y f) Las AuNRs

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

Esto demuestra, en conjunto con las demds caracterizaciones ya mencionadas, que se
sintetizaron los nanosistemas de manera exitosa que absorben energia dentro de las

longitudes de onda deseadas.
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Figura 11. a) Caracterizacion AuNEs por STEM b) Caracterizacion AuNRs 2 por STEM c)
Caracterizacion AuNRs 1 por STEM. d) Histogramas de distribucion de tamario AuNEs e)

Distribucion longitudinal y transversal AuNRs f) Distribucion longitudinal y transversal
AuNRs1

Posterior a la obtencion y caracterizacion de los nanosistemas se procedié a disefiar la
formulacion de los otros componentes de las matrices poliméricas para impresion en 3D,
proponiendo distintas proporciones de PEGDA, PEG y agua (en donde se resuspendieron los

nanosistemas).

Utilizando un tipo de disefo centrado mixto y mediante el sofiware Desing expert, se
obtuvieron 13 mezclas ternarias compuestas de PEGDA, PEG y Agua. De esta manera se
propuso estudiar la solubilidad del farmaco modelo niclosamida en cada una de las matrices
propuestas. Los datos de solubilidad expuestos, asi como las proporciones de las mezclas se
exponen en la Tabla 4. El polimero fotosensible PEGDA es el responsable del grado de
entrecruzamiento de los monomeros a la hora de solidificar la resina liquida, por lo que va a
determinar el comportamiento fisicoquimico y reologico de la matriz liquida y las
condiciones finales de los impresos so6lidos. 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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liberacion controlada de niclosamida y consiga una impresion exitosa con parametros de

printabilidad esperados.

La proporcion de agua en las matrices ternarias es en donde se incorporaron los
nanosistemas, por lo que en todas las matrices existird al menos un 10 % de concentracion de

este componente.

La concentraciéon de nanosistemas sera una constante en todas las matrices y el valor
dependera de la concentracion final obtenida de la sintesis y la concentracion necesaria para
generar fototermia. A continuacion, la Tabla 5 resume las concentraciones de cada

nanosistema obtenidas al final de la sintesis y pegilacion en el caso de las AuNRs por NTA.

Tabla 5 Concentracion de nanoparticulas utilizadas obtenidas por NTA.

Nanosistema Concentracion
AuNEs 176 pM
AuNRs 2 26,7 pM
AuNRs 1 48,65 pM

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

N° de PEGDA PEG 400 H,0 % | Solubilidad | Solubilidad | Matrices
matriz % % niclosamida | niclosamida | candidatas
pg/ mL pg/mL a
PEGDA 250 | PEGDA 575 | impresion
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
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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

Se dispusieron los datos de solubilidad en el software Design Expert y se obtuvo un grafico
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 mas elevados con el aumento gradual del contenido de PEGDA,
siendo la matriz 6 la que presentd una mayor solubilidad de niclosamida. Por otro lado, en el
caso del PEGDA 250, se evidenci6 que la niclosamida exhibia una mayor solubilidad en las
matrices con un mayor porcentaje de PEG 400. Esta diferencia podria atribuirse al peso
molecular del polimero PEGDA y la exposicion de grupos acrilatos que afectardn a las
caracteristicas fisicoquimicas 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 pg /ml ™ . Este aumento de la solubilidad de niclosamida en presencia de polimeros
como el PEGDA concuerda con literatura en donde se estudio el aumento de la solubilidad de
niclosamida en presencia de polimeros hidrofilicos como la hidroxipropilmetil celulosa

HPMC 7,
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Figura 12 Grdfico 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 cuadratico. Para el PEGDA 575, el analisis de
ANOVA arroj6 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 analisis de ANOVA arroj6 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 impresion en 3D. Las matrices seleccionadas tanto para los disefios

con PEGDA 250 y con PEGDA 575 fueron las matrices 2,3,5 y 6.
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Objetivo especifico 2: Estudiar el efecto de la inclusion de nanosistemas de
oro en un dispositivo solido fabricado mediante impresion en 3D y evaluar
su influencia en la liberacion controlada de un farmaco modelo

niclosamida.

Este objetivo se separara en dos subcapitulos dependiendo del peso molecular del polimero

utilizado: PEGDA 250 y PEGDA 575.

Subcapitulo 1: Para el PEGDA 250 se realizaron estudios preliminares con la inclusion de
AuNEs, en este capitulo se observard el proceso desde la formulacion de las matrices
candidatas a impresion en 3D hasta la obtencion de dispositivos solidos y semisolidos que

fueron sometidos a estudios de liberacion.

Subcapitulo 2: Para el PEGDA 575 se estudi6 la inclusiéon de AuNRs de diferentes razones y
diferentes plasmones superficiales en matrices liquidas para impresion en 3D. En este caso, al
igual que en el PEGDA 250 se observara el proceso desde la formulacion de las matrices
hasta la obtencion de los soélidos, sin embargo, para este polimero se realizaron

caracterizaciones adicionales tanto a las muestras liquidas y sélidas.

SUBCAPITULO 1: PEGDA 250
Estabilidad de las matrices

Se decidi6 comenzar con las matrices con PEGDA 250 bajo la hipdtesis de que al tener mas
acrilatos disponibles se generara una matriz con alto grado de entrecruzamiento, permitiendo

asi una baja liberacion de niclosamida desde el dispositivo sin irradiar.

En la Figura 13 se puede visualizar el resultado final de la formulacion de las 4 matrices
escogidas. Para la matriz 6, al momento de incorporar las AuNEs estas demostraron una
inestabilidad coloidal formando agregados de nanoparticulas y demostraron una distribucion
no homogénea observable a simple vista, separandose las fases dentro de la matriz. Esto se
puede deber a que la fraccion de grupos acrilatos en el polimero aumenta al ser de un bajo

peso molecular, dando origen a una resina menos hidrofilica 5%,

A pesar de esto, se
mantuvieron en agitacion constante durante 24 horas en donde se pudo observar una
homogeneizacion parcial de las fases, por lo que se decidio llevar a cabo el proceso de

impresion.
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En las matrices 2, 3 y 5 no se produjo este fenomeno de separacion de fases, dando origen a

matrices liquidas, amarillas y transltcidas,

Matriz 6 PEGDA 250 sin agitacion Matriz 6 PEGDA 250 con agitacion a 780 rpm por 24 h
E.| i
I ®
.-"Il.II .I i
\ &3

Matriz 5 PEGDA 250 Matriz 3 PEGDA 250 Matriz 2 PEGDA 250

05 o VET

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

componentes que conforman la matriz.

Reologia: matrices PEGDA 250
Con el fin de estudiar el comportamiento viscoelastico de las matrices, se realiz6 un estudio
de reologia para las matrices 2, 3, 5 y 6 formuladas con PEGDA 250. Adicionalmente se

estudio la reologia del PEG 400 y PEGDA 250 por si solos, a modo de control.

En la Figura 14.a) Se puede observar la viscosidad de las matrices en funcion 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. Matematicamente se expresa

como:
Fuerza de corte (Pa) = Viscosidad (PaxS) 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, 3,5y 6

Impresion en 3D
Se propuso imprimir las matrices 2, 3, 5 y 6 con PEGDA 250 y AuNEs. El disefio esperado

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

Se envio6 el archivo digital a la impresora Anycubic Photon S y se empez6 el proceso de

impresion, el cual dur6 aproximadamente 20 minutos.

Los dispositivos obtenidos tras la impresion fueron caracterizados mediante microscopia

Optica, uniformidad de peso y STEM.

Las matrices 2, 3, 5 y 6 que contenian AuNEs dieron origen a los so6lidos presentes en la
Figura 15 obtenida por microscopia optica. En las matrices 5 y 6 se puede apreciar un menor
paso de la luz, lo que podria indicar un mayor grado de entrecruzamiento del polimero, esto

se puede deber a las concentraciones crecientes de PEGDA 250.

Los solidos obtenidos no cumplieron con las dimensiones esperadas, sin embargo, se
utilizaron con el fin de encontrar la region de trabajo en donde las proporciones utilizadas de

los componentes de las matrices permitieran una correcta impresion.
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Figura 15 Imdgenes obtenidas por microscopia optica de los impresos resultantes de las

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

Estudios de uniformidad de Peso:

Se estudio la uniformidad de peso de los dispositivos impresos con el fin de obtener un
pardmetro de calidad de impresion, de esta manera se evalu6 la precision de la impresion y la
capacidad de las matrices de ser imprimibles. Adicionalmente se estim6 la cantidad de
farmaco que contiene cada impreso segun 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 analitica y se calculd su

peso promedio y desviacion estandar. 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 impresion de estd matriz fue desfavorable, ya que se obtuvieron impresos
semisolidos que no cumplieron con las dimensiones fisicas esperadas. Sin embargo, la
desviacion estandar entre las 10 muestras fue menor que 0.4, por ello se considera que,
aunque la impresion no se llevd a finalidad segun lo esperado, los dispositivos impresos
fueron concordantes entre si, es decir la impresion no fue exacta pero si precisa. Ademas,
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 impresion.

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 impresion, presentando

irregularidades en el proceso.

Por otro lado, para la matriz 6 el peso promedio fue de 14.97 mg con una desviacion estandar
de 0.1. En esta ocasion solo algunos de los dispositivos quedaron retenidos en el tanque y

otros lograron quedar sujetados a la cama de impresion. 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 impresion en 3D mediante SLA.

Tabla 6 Peso promedio y desviacion estandar de 10 dispositivos solidos impresos por cada
matriz. Estimacion de cantidad de niclosamida por dispositivo

Matriz Peso Desviacion | Cantidad de niclosamida por dispositivo
promedio estandar mg.
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 impresion de la matriz 6 con AuNEs se caracterizaron
mediante microscopia electronica como se puede observar en la Figura 16. No se aprecian
nanoparticulas en la superficie, tampoco se observan cristales de niclosamida, esto podria
indicar que la molécula estd disuelta en la matriz y no cristaliz6 durante el proceso de

impresion, sin embargo, esto debe verificarse por técnicas mas precisas como DRx.

O N
HV mag det | HFW |spot. WD 100 ym HV |mag det | HFW s‘pol WD
10.00 kV 1 000 x/CBS 298 ym' 3.0 8.6 mm 5,00 kV| 100 x ETD|2.98 mm 3.0 8.9 mm

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

Con el fin de evaluar la inclusion de las nanoparticulas en los impresos se evalud el efecto
fototérmico mediante la irradiacion con laser 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 irradiacion con el laser de 536 nm. Que el dispositivo haya aumentado la
temperatura en aproximadamente 5°C tras la irradiacion podria indicar que, a pesar de que las
nanoparticulas inicialmente demostraron ser inestables en la matriz, estas en parte, se
incorporaron a la matriz y que la concentracién utilizada de éstas fue la suficiente para

producir un efecto fototérmico.

AuNSs Control (536 nm)

0 min

200 QFUR

5 min

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

Estudios de liberacion:

Se realizaron estudios de liberacion de niclosamida desde los dispositivos obtenidos tras la
impresion de las matrices 2, 3,5 y 6 con PEGDA 250. Para esto se determind la liberacion de
niclosamida mediante espectrofotometria UV-vis. Se realizd una curva de calibracion en
acetonitrilo como se puede observar en la Figura 18, esto con fin de poder interpolar los datos

obtenidos en los estudios de liberacion y relacionarlos con la concentracion.
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Figura 18 Curva de calibracion de niclosamida en acetonitrilo mediante Espectrofotometria
UV-Vis.

Estudios de liberacion de niclosamida sin irradiacion

Se dispusieron los dispositivos solidos en tubos eppendorf suspendidos en PBS para la matriz
2, 3, 5 y 6. Se mantuvieron condiciones constantes de agitacion y temperatura y se fueron
recolectando alicuotas a los 30 min, 60 min, 90 min, 120 min y 3 dias. Se midi6 la

concentracion de niclosamida en las alicuotas mediante espectrofotometria UV-Vis.

En la Figura 19 se puede observar un pico de liberacién de niclosamida después de los 30
min de agitacion alcanzando una concentracion cercana al 2%. Posterior a este tiempo, la
concentracion decae indicando que disminuye la liberacion. En todos los casos, se puede
decir que existe una pobre liberacion de niclosamida desde el dispositivo solido sin irradiar.
El porcentaje de liberacion por bajo del 2% se podria atribuir a una liberacioén por difusion

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

Para las matrices 2, 3 y 5, se observd que se lograron mayores tasas de liberacion en
comparacion con la matriz 6 sin irradiar. Esta variacién podria atribuirse a la diferencia en la
cantidad de PEGDA y a la presencia del cosolvente PEG 400 en las composiciones de las
matrices liquidas. Aquellas matrices con una mayor proporcion de PEG 400, formaran redes

con un grado de reticulacion menor, lo que facilitara la difusion del farmaco desde la matriz.
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Liberacion niclosamida sin irradiacion
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Figura 19. Perfiles de liberacion de niclosamida desde dispositivos solidos impresos en 3D
de la matriz 2, 3, 5 y 6 sin irradiacion, suspendidas en un medio de PBS al 1 % a 25 °C.

Estudios de liberacion de niclosamida con irradiacion.

Se evaluo la concentracion de niclosamida liberada en funcion del tiempo tras la irradiacion
de 3 dispositivos impresos suspendidos en 1,5 mL de PBS y se tomaron muestras cada 1
minuto de irradiacion hasta los 15 minutos. Las alicuotas recolectadas fueron medidas por

espectrofotometria UV-Vis.

En la Figura 20 se observa la liberacion de niclosamida tras la irradiacion con laser de 532
nm a 50 mW de potencia. Los resultados arrojan un rdpido aumento de la liberacion de
niclosamida desde el dispositivo tras los primeros minutos de irradiacion hasta alcanzar un
peak a los 10 min, luego de esto va decayendo la concentracion hasta el minuto 15. Esto
podria indicar que el dispositivo es capaz de responder al estimulo de la irradiacion, liberando

niclosamida desde el impreso.
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Para poder estudiar el mecanismo de liberacion se ajustaron los datos obtenidos de % de
liberacion versus el tiempo de irradiacion mediante el programa DDsolver. El mecanismo
cinético de liberacion que mas se ajustaron los datos obtenidos fue el de Korsmeyer-Peppas

383 como se puede observar en la Tabla 7.

En la ecuacion de Korsmeyer-Peppas donde se relaciona la cantidad de fArmaco liberado en

funcion del tiempo para sistemas de liberacion a partir de formulaciones poliméricas " :

M, es el valor del farmaco liberado versus Moo que es el valor total del firmaco contenido en

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

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

la forma de dosificacion.

El valor de “n” esta relacionado al mecanismo de liberacion del farmaco de tal forma que

para formas cilindricas:

n < 0.45 Indica una difusion Fickiana

n = (0.45 — 0.80) Difusiéon anomala no Fickiana

n = 0.80 Indica difusion de clase 11

n > (0.80 Indica difusién no Fickiana conocido como transporte Super caso 11

Para el caso de la matriz 6 con AuNEs, el valor de n ajustado a la ecuacion es igual a 0,27 lo
que indica que el mecanismo de liberacién podria seguir la ley de difusion de Fick. Esto
implica que las moléculas de farmaco migran desde una zona de alta concentracion a una

zona de baja concentracion siguiendo un modelo de difusion simple.
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Figura 20 Perfil de liberacion de niclosamida desde dispositivos solidos obtenidos de la
matriz 6 con AuNEs y PEGDA 250.

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

AJusTE CINETICO R’
ORDEN CERO R=0,00284
ORDEN UNO R=0,01271
HicucH1 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 incorporaciéon de AuNEs en los

solidos que fueron sometidos a irradiacion a 532 nm permitid alcanzar mayores porcentajes
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de liberacion de niclosamida en menor tiempo que los dispositivos sin irradiar.
Adicionalmente los datos obtenidos de la liberacion con irradiacion de los dispositivos de la
matriz 6 con AuNEs, se ajustaron a un modelo cinético de Korsmeyer -Peppas indicando que
el mecanismo de liberacion de niclosamida es por Difusion Fickiana con un valor de n =
0,27. Esto concuerda con los modelos cinéticos reportados en literatura en donde se estudio la
liberacion de albumina sérica bovina (BSA) por 50 horas a partir de un hidrogel de
PEGDA-PEI (copolimero) y se determind que la liberacion de BSA inicial estd gobernada
por el hinchamiento del hidrogel, este mecanismo de liberacion contempla la contribucion

por difusion Fickiana y por relajamiento de las cadenas del polimero. ®!

Efecto matriz

Con el fin de poder estudiar el efecto de los deméas componentes de la matriz en la medicion
de la liberaciéon de niclosamida por espectrofotometria UV-vis, se realizd6 una medicion
simple de los espectros de absorcion 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
absorcion desde los 300 nm hasta los 400 nm aproximadamente. Ademas, la niclosamida
posee un pico de absorcion a 333 nm. Esto podria estar generando una interferencia en la
medicion por espectrofotometria UV- Vis, de tal manera que podrian estar liberdndose
moléculas de TPO desde el impreso y sobreestimando la concentracion de niclosamida. Para
solucionar esta interferencia, las mediciones de los futuros ensayos de liberacion se haran
mediante HPLC, con el fin de poder separar los compuestos y poder obtener datos

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

Conclusiones del subcapitulo 1 (PEGDA 250)

1. De las matrices disefiadas se puede concluir que se encontré una region de trabajo en
donde se solubiliza correctamente el activo. Los materiales fueron imprimibles mediante la
técnica de SLA y se logré un control de la liberacion del activo desde los dispositivos. Sin
embargo, las dimensiones del s6lido obtenidas tras la impresion no fueron las deseadas, esto
se puede deber a que no se encontraron los limites exactos de los pardmetros que afectan a la
calidad de la impresion, como concentraciéon de fotoiniciador, tiempos de exposicion o el
diseio digitalizado. Es por lo que en un futuro se pueden variar estos pardmetros para lograr

la morfologia final deseada.

2. Los estudios de liberacion arrojaron que, si existe una liberacion de la niclosamida desde el
dispositivo impreso, sin embargo, aun se desconoce cual es el mecanismo de liberacion. El
PEGDA 250 tiene mas acrilatos disponibles en su estructura, por lo que el grado de
entrecruzamiento sera mayor que en un PEGDA 575. Es por esto por lo que se escogera este
polimero de peso molecular mas alto para los siguientes estudios, con el fin evaluar el efecto

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

3. Adicionalmente, para los ensayos de liberacion de niclosamida se realizaran las mediciones
mediante HPLC y no mediante espectrofotometria UV-Vis. Esto con el fin de poder estudiar

la liberacion del farmaco cuantitativamente y ademas discernir si los valores de concentracion
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de niclosamida se estan viendo afectados por la liberacion de otros componentes de la matriz,

como el fotoiniciador TPO.
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Subcapitulo 2: PEGDA 575

Estabilidad de las matrices

Previo a la incorporacion 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
impresion y caracterizacion. Al momento de agregar los nanosistemas pegilados a las
matrices, estos dieron origen a liquidos limpidos y homogéneos en donde no se apreciaron
agregados ni separacion de fases como se puede observar en la Figura 22 a). Ademas, se
mantuvo la estabilidad de los nanosistemas por un periodo de al menos 30 dias en donde se
realizd una medicién por espectrofotometria UV-Vis con el fin de observar el plasmon

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

Matriz & PEGDA 575 Matriz 5 PEGDA 575 020 - 1.0
A o T \ B) —— AuNRs2 0 —— AuNRs1|
-~ it | 2=~1100 o | A= B500m
i L orage 0,154
48 'k 2
3 1 =
- ~— £ 5 06
Matriz 3 PEGOA 575 Matriz 2 PEGOA 575 o104 g N\
Ta | — 8 2 \
14 , BB gt
/4 LY Ah?b < = \ /
Ta [i y £ 0.05 4 \ r_/
e — 0,00 - - T - v
500 600 700 800 w00 1000 1100 a0 g
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tud de Ond )
Longitud de a (nm) Longitud de Onda {nm)

Figura 22. a) Imdgenes de las matrices 2, 3, 5 y 6 tras la incorporacion de todos los
componentes de la matriz. b) y c¢) Caracterizacion AuNRs2 y AuNRs respectivamente en

matriz polimérica por espectrofotometria UV-Vis.

Reologias 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 varia con la velocidad de corte.

Los gréficos de viscosidad aparente y la curva de flujo se pueden observar en la Figura 23.
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VISCOSIDAD APARENTE CURVA DE FLUJO MATRICES
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Figura 23 a) Viscosidad aparente Matrices PEGDA 575 b) Curva de flujo Matrices PEGDA
575

Impresion en 3D
El proceso de impresion fue el mismo que se utilizo para el PEGDA 250. Sin embargo, al
disefio digital de los cilindros, se le agregd un soporte con el fin de poder mejorar la adhesion

del impreso a la cama de impresion y asi obtener s6lidos de las dimensiones deseadas.

Posteriormente se envid el archivo digital a la impresora Anycubic Photon S y se empez6 el

proceso de impresion, el cual dur6 aproximadamente 1 hora y 30 min.

La matriz 2 se sometio al proceso de impresion y el resultado obtenido fueron semisolidos
que quedaron retenidos en el fondo de la batea y no sobre la cama de impresion como se
esperd. Estos dispositivos no pudieron someterse a las pruebas de caracterizacion ya que al
momento de retirarlos desde la batea se desintegraron y no pudieron aislarse como los otros
impresos. Las caracteristicas inestables de estos dispositivos se podrian atribuir a la
composicion de la matriz y al peso molecular del polimero PEGDA 575 y a la cantidad de
este mismo presente en la matriz. Al existir menos grupos acrilatos disponibles para la
reaccion de fotopolimerizacidon por la cual se obtiene la solidificacion de la resina, se podria
esperar que la obtencion de dispositivos solidos con este polimero requiera un mayor tiempo

de irradiacion o mayor concentracion 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 concentracion de PEGDA dieron

origen a impresos con mejor caracteristicas solidas que la matriz 2.
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Finalmente, la matriz 6, con mayor concentracion de PEGDA, se sometio al proceso de
impresion y dio como resultado un dispositivo totalmente s6lido 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 coloracion, desde un color amarillo palido, casi
incoloro a un rojo intenso (Figura 25.b). En el proceso de curado se somete al dispositivo a
una irradiacion con el fin de solidificar restos de resina liquida que podrian haber quedado
tras el lavado y el proceso de impresion. Esto dio indicios de una correcta incorporacion de
los niclosamida a la matriz. Adicionalmente se concluye que la impresion de estd matriz fue
exitosa y reproducible, por lo que estos solidos son los mejores candidatos para cumplir los

objetivos de esta tesis.

Matriz 3 PEGDA 575 Matriz 5 PEGDA 575

Figura 24 Imdagenes obtenidas por microscopia optica de los impresos resultantes de las
matrices 3y 5 con PEGDA 575

Matriz 6 PEGDA 575

a) e

Figura 25. a) Imagenes 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 metodologia 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 caracterizacion por las razones comentadas en el item 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 impresion, no alcanzaron un

tamafo 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 estim6 que la cantidad de niclosamida

por dispositivo es de 0.12 mg.

Tabla 8 Peso promedio y desviacion estandar de 10 dispositivos solidos impresos por cada

matriz. Estimacion de cantidad de niclosamida por dispositivo

Matriz |Peso  promedio | Desviacion Cantidad de niclosamida por dispositivo
mg estandar mg.

3 1,06 0,17 0,0046

5 1,6 0,19 0,0068

6 36 1,34 0,12

Microscopia electréonica de barrido SEM.
Con el objetivo de poder visualizar que es lo que les ocurre a los dispositivos solidos a nivel
estructural cuando son expuestos a diferentes estimulos se propuso un ensayo realizado a

través de microscopia electronica.

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

solido.
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Figura 26. niclosamida en cristales mediante microscopia electrénica de barrido SEM

En primer lugar, se realizaron las caracterizaciones de los dispositivos solidos obtenidos a
partir de la matriz 6, debido a que esta fue la Uinica matriz que dio origen a sélidos con
dimensiones fisicas esperadas segiin el disefio digital. Adicionalmente todos los dispositivos
en este experimento fueron sumergidos en una solucion de PBS con Tween 80 al 1% a
excepcion de la Figura 27 c. que se someti6 a una caracterizacion inmediatamente después de

la impresion.

Para todos los dispositivos sumergidos en PBS se gener6 un aumento de peso en
aproximadamente 2 mg indicando un posible “swelling” o hinchamiento del so6lido al
absorber agua, esto es concordante con las caracteristicas hidrofilicas de los polimeros

utilizados.

A modo de control se sumergieron los dispositivos sin AuNRs 2 en el medio por 5 minutos
con la diferencia de la exposicion o no a la irradiacion. En el caso de los dispositivos sin
irradiar como se puede apreciar en la Figura 27 a). Se observo inicialmente una ruptura
mecanica del dispositivo tras exponerse al medio, esto puede producirse por la diferencia de
presiones generadas por la hidratacion o swelling del dispositivo. El ingreso del agua hacia el
dispositivo produce un reordenamiento de las cadenas poliméricas permitiendo la hidratacion,
para que esto ocurra y el dispositivo conserve las propiedades mecénicas macroscopicas, el
polimero debe sufrir una transicion vitrea que le permita cambiar su estado vitreo a un estado

mas elastico. En esta situacion, la temperatura de transicion vitrea podria no disminuir lo
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suficiente como para alcanzar el estado eldstico y es por esto por lo que, el solido se fractura

al hidratarse

En el caso de los dispositivos sin AuNRs 2 que fueron sometidos a irradiacion como se puede
apreciar en la Figura 27 b) no se observo un quiebre del material, esto podria significar que el
aumento de temperatura inducido sdlo por la accidén del laser permite alcanzar estados mas
elasticos del material, lo que permite conservar las propiedades mecénicas del dispositivo al

sumergirse en un medio acuoso

En ambos casos en donde no se incorporaron nanoparticulas se pudo observar la
cristalizacion de niclosamida en la superficie de los dispositivos. Esto podria estar afectando
a la liberacion de niclosamida, al encontrarse en estados cristalinos se presentard una menor
solubilidad que en estados amorfos o solubilizados, afectando la cuantificacion de
niclosamida en los ensayos de liberacion, sin embargo, esto se podria investigar con mas

profundidad a futuro mediante difraccion de rayos X.

En la Figura 27 c) se puede observar a los dispositivos con AuNRs 2 posterior al proceso de
impresion y sin ser expuestos a ningun estimulo, se puede apreciar que la superficie es lisa 'y
se logran distinguir las capas de impresion, adicionalmente no se ven nanoparticulas en la

superficie ni cristales de niclosamida.

En la Figura 27 d) se observan las imagenes SEM de los dispositivos con AuNRs 2
sumergidos sin irradiacion, en este caso se observo una fractura del sélido, al igual que en los
dispositivos sin AuNRs y sin irradiacion, el dispositivo se fractura cuando se hidrata, es decir,
en ausencia de calor, no se alcanzan las caracteristicas elasticas del material que permiten

mantener las propiedades mecanicas al exponerse a medios acuosos.

En la Figura 27 e) se observan los dispositivos con AuNRs 2 sumergidos y expuestos a la
irradiacion. En esta ocasion no se observaron rupturas mecanicas del impreso, esto atribuido
a la generacion de calor producido por el laser y también podria contribuir el calor generado
por la excitacion de los AuNRs 2 cuando son expuestos a laser de 1064 nm. Con mas
aumento, se puede observar el aumento de la rugosidad en la superficie. Este fendémeno
podria ser explicado por el efecto fototérmico las AuNRs 2 excitadas que producen una

erosion de la matriz.
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En todos los casos en donde se incorporaron AuNRs 2 a los dispositivos, no se observo
recristalizacion de la niclosamida en la superficie. Esto indica una posible interaccion entre
las AuNRs 2 y la niclosamida. En literatura se ha descrito que la molécula de niclosamida
puede generar interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno y tipo van der Waals con
algunas moléculas bioldgicas como pepsina, globulina y hemoglobina.®** A partir de esto, se
podria proponer la generacion de un ambiente hidrofobico por las moléculas de PEG-Ome
ancladas a la superficie de los AuNRs 2, de esta manera, se podria generar una especie de
proteccion a la molécula de niclosamida impidiendo su cristalizacion en la superficie y

modificando la liberacion desde el dispositivo.

Adicionalmente se observd bajo el microscopio el dispositivo semisélido obtenido tras la
impresion de la matriz 5 con AuNRs 2 como se muestra en la Figura 28. Esta matriz posee
una proporcion de PEG 400 y esta podria estar incluida entre las redes entrecruzadas del
polimero fotosensible PEGDA. De esta manera se puede observar a 200 um como la

superficie del s6lido demuestra un menor grado de reticulacion.
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Figura 27. Microscopia electronica de dispositivos impresos de la Matriz 6 con AuNRs 2 de
PEGDA 575 sometidos a distintas condiciones.

Matriz 5 AuNRs 2

1 mm

Figura 28 Matriz 5 AuNRs 2 PEGDA 575 por microscopia electronica de barrido.

Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (EDX)

Se realiz6 un andlisis 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
composicion de cada elemento se pueden observar en la Tabla 9. El carbono y oxigeno son
los elementos mas abundantes en el s6lido, esto se debe a las moléculas organicas 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 farmaco en el
dispositivo. El fosforo presente se puede deber a la molécula de TPO que posee en su

estructura este elemento.

Segtn la reaccion de fotopolimerizacion la molécula de TPO se degrada en dos radicales
libres, benzoilo y acido de fésforo, estos son los responsables de comenzar la reaccion de
polimerizaciéon del PEGDA, entregandoles esos radicales libres a los extremos acrilatos
disponibles. Es por esto que, a futuro, seria necesario poder caracterizar en qué forma se

encuentra este fosforo, si en forma de radical o en moléculas sin reaccionar de TPO.

Es importante mencionar, que en el analisis elemental no aparece el oro, esto podria dar
sefiales de que las concentraciones utilizadas de nanoparticulas son lo suficientemente

pequefias para no ser detectadas por el equipo.
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Figura 29. Analisis elemental de dispositivo solido de matriz 6 AuNRs 2 PEGDA 5735.

Tabla 9 Caracterizacion de composicion porcentual elemental del dispositivo impreso de la
matriz 6 con PEGDA 575

Elemento Composicion %
Carbono 50,7

Oxigeno 48,2

Fosforo 0,48

Cloro 0,44

Total 100

Efecto fototérmico.

Con el fin de evaluar la inclusion de las nanoparticulas en los impresos se evalud el efecto
fototérmico mediante la irradiacion con laser de 1064 nm para los impresos con AuNRs 2 y
808 nm para los que contenian 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 irradiacion con el laser de 1064 nm
para los dispositivos con AuNRs 2. Que el dispositivo haya aumentado la temperatura en 23,7
°C tras la irradiacion indica que la concentracion 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 irradiacion por 5
min a 808 nm. El dispositivo control que fue sometido a las mismas condiciones, solo
aumentd en 0,3°C tras la irradiacion. Esto podria indicar que las AuNRs1 se incorporaron

correctamente a la matriz y en la concentracion suficiente para generar un efecto fototérmico.

En comparacion, las AuNRs 2 poseen una mayor eficacia fototérmica que las AuNRs 1, esto
se puede deber a las diferencias en el tamafio ya que, al limitar la movilidad de los electrones
en la superficie, se dara origen a distintas intensidades de fototermia cuando estos sean

excitados.

AuNRs 2 Control AuNRs 1 Control

0 min

5 min

Figura 30. Efecto fototérmico de dispositivos impresos de la matriz 6 PEGDA 575 tras la

irradiacion a 1064 nm por 5 min

Resonancia magnética nuclear de fosforo PNMR

La utilizacion de fotoiniciadores en resinas para impresion en 3D es un gran desafio debido a
que la mayoria producen toxicidad en sistemas bioldgicos *°. Es por esto que se realizé un
seguimiento al nucleo de fosforo de la molécula de TPO durante el proceso de impresion. Se
tomaron alicuotas de las matrices 5 y 6 con AuNRs 2 antes y después de la impresion.
También se pulverizaron los dispositivos sélidos mediante congelacion con nitrogeno liquido
y se disolvieron en el solvente DMSO d-6. En la Figura 31 se observan los espectros PNMR
de las matrices y el so6lido. En todas las mediciones aparece el nucleo de fosforo. Esto
confirma la presencia de TPO en las muestras solidas pulverizadas, en las matrices liquidas
antes y posterior a la impresion. Si bien, se confirma la presencia de fosforo en los sélidos

obtenidos, no se confirma la liberacion de estas moléculas al medio, es por esto que el estudio
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de liberacion de esta TPO y la medicién de la concentracion de la misma en un medio

adecuado seria determinante para la toxicidad que podria llegar a tener el dispositivo final.

)Matriz 6 Sélido Matriz 6 Antes de la impresién l\;‘lamz 6 después de la impresién
a e €

)
™

A e mﬂm

i - = - 0 % 3 = "

Matriz 5 Antes de la impresién Matriz 5 Después de laimpresion

. ®

e ——

Figura 31. Resonancia magnética nuclear de fosforo. En a) Matriz 6 solido pulverizado y

disuelto en DMSO-d6. En b) Matriz 6 liquida antes de la impresion. En c) Matriz 6 liquida

d) Matriz 5 sélido

posterior al proceso de impresion. En d) Matriz 5 solido pulverizado y disuelto en DMSO
d-6, en e) Matriz 5 liquida previo a la impresion, en f) Matriz 5 liquida posterior a impresion.

Matrices con AuNRs2 y PEGDA 575.

Espectroscopia infrarroja IR/FITR

Se realizaron medicion de IR y FITR con el fin de poder estudiar la aparicion o desaparicion

de enlaces mediante el proceso de polimerizacion 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
impresion, sin exposicion a la luz, en negro la matriz liquida después del proceso de
impresion y en azul el sélido pulverizado. En las matrices liquidas se pueden observar bandas
caracteristicas de la amida presente en la niclosamida cercano a 3600 (cm ) *. La sefial C-H
cercano a 3000 (cm™) corresponde a los metilenos del PEGDA vy de la niclosamida. La sefial
de C= O aparece cercano a 1700 (cm™) corresponde al grupo cetonico presente en la
molécula de PEGDA. La sefial que aparece en 1600 (cm™) C=C corresponde al grupo acrilato

del PEGDA 575, esta sefial desaparece en la medicion del solido dando un indicio de que la
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reaccion de polimerizacion ocurrid y estos grupos reaccionaron. La sefial P=O presente en
1400 cm™ corresponde a la sefial del grupo cetonico del TPO y solo se encuentra presente en
las matrices liquidas, esto podria significar que en el s6lido no quedan moléculas de TPO o
que su concentracion relativa es baja, como se verifica en el RMN de fosforo. Finalmente, la
sefial C-O presente cercano a 1100 (cm™) corresponde al grupo éster del PEGDA y se

encuentra presente en todas las mediciones.

De estos resultados se puede concluir que la reaccion de fotopolimerizacion se llevd a

finalidad de manera exitosa.
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Figura 32. Espectros IR de PEGDA 575, PEG 400, TPO, niclosamida y muestras solidas y
liquidas de las matrices 5 y 6 con AuNRs2 y PEGDA 575.

Estudios de Liberacion

Con el fin de evaluar si la incorporacion de nanoparticulas de oro en resinas poliméricas para
impresion en 3D confiere la capacidad de controlar la liberacién de un farmaco modelo desde
el dispositivo so6lido terminado, se realizaron estudios de liberacidon ocupando la técnica de

cromatografia liquida de alta resolucion HPLC.

Inicialmente se realizd una curva de calibracion de niclosamida con el fin de poder interpolar

en la recta las concentraciones de los estudios de liberacion posteriores como se observa en la

figura 33.
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Curva de calibracion niclosamida
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Figura 33 Curva de calibracion de niclosamida en PBS Tween 80 1% por HPLC. Rango de

concentraciones desde 1 mg/L hasta 25 mg/L.

Estudios de liberacion con irradiacion:

En primer lugar, se realizaron estudios de liberacion con irradiacion, en donde se compararon
3 perfiles de liberacion distintos a partir de dispositivos que contenian AuNRs 2, AuNRsl y
control sin Au. En la Figura 34 se puede observar que para las AuNRs 2 se generd una
liberacion creciente desde el minuto 1 al 5 en donde se mantuvo constante hasta el minuto 15,
alcanzando el pico més alto de liberacion con un porcentaje de liberacion del 4 %. Para el
caso de las AuNRs 1 se observo una liberacion creciente hasta el minuto 8 alcanzando un

porcentaje de liberacion cercano al 5%, posteriormente decayod hasta el minuto 15.

En el caso de los dispositivos sin AuNRs sometidos a irradiacion se observo una liberacion

constante y menor que cualquiera de los puntos de los dispositivos irradiados.

Esto podria significar, que la incorporacion de AuNRs a los dispositivos impresos en 3D
permitié gatillar un mecanismo de liberacion de niclosamida cuando estas fueron excitadas

mediante un laser de 1064 o 808 nm. En los dispositivos sin AuNRs se observd una
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liberacion 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 liberacion del farmaco desde el dispositivo propuesto se
utilizd un programa que permitid ajustar los datos obtenidos a distintos modelos matematicos

como se puede observar en la Tabla 10.

En este caso, el modelo cinético al que mas se ajustaron los datos obtenidos fue el modelo de
Peppas-Sahlin. Esta es una modificacion de la ecuacion de Korsmeyer-Peppas que ademas de
describir los mecanismos de liberacion en sistemas poliméricos, permite obtener valores de
constantes de difusion asociadas a mecanismos por difusiéon Fickiana y mecanismos de

85,86

difusién no Fickiana *>°°, como se puede observar en la Ecuacion 1:

Ecuacion 1. Ecuacion de Peppas- Sahlin:

t :Klrni +K2r2m
M

0

En donde:

Mt/M,= % Liberacion

K,= Constante de velocidad asociada a difusion de Fick

K,_ Constante de velocidad asociada a mecanismos no Fickiana

M= Mecanismo de liberacion Fickiana asociada a cualquier geometria (cilindros, peliculas,

tabletas)

En este se evidencié que para las AuNRs 2 el modelo de cinética de liberacién que mas se
ajusto fue el modelo de Peppas -Sahlin con un R? de 0,98. El valor de m es igual a 0,33 lo que
da indicios de un mecanismo de liberacion por difusion Fickiana, esto cobra sentido ya que
las formulaciones farmacéuticas son de naturaleza polimérica y los modelos matematicos de

Korsmeyer explican la liberacion desde formulaciones de la misma naturaleza.

Para las AuNRs 1 el modelo que mas ajusté fue el de Peppas-Sahlin con un R? de 0,9442 con

un m < 0,5 describiendo un mecanismo de difusion Fickiana.
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Para los dispositivos sin AuNRs también ajustaron a Peppas- Sahlin con un R? de 0,9451 y un
valor de m = 0,25. Esto indica un mecanismo de liberacion por difusion Fickiana al igual que

para los otros dos sistemas.
Comparacion de perfiles de liberacion

Para comparar perfiles de liberacion de formacos se obtuvo el valor de F2 "*” 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 liberacion y puede adoptar valores de 0 a 100 donde:

o F2>50: Se consideran perfiles similares
e 50> F2>10: Se consideran moderadamente similares

e 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 liberacion de los dispositivos son similares entre
si, sin embargo, poseen distintos porcentajes de liberacion y esto podria atribuirse a la

presencia de AuNRs, de tal manera que permiten una mayor liberacion en funcion del tiempo.

Liberacion con lrradiacion
PEGDA 575

- AuNRs 2
-2 AuNRs 1
—A- Sin Au

%Liberacién

1
10 15
Tiempo (min) 71



Figura 34. Perfiles de liberacion de niclosamida desde dispositivos impresos solidos de la

matriz 6 PEGDA 575 con AuNRs 2, AuNRs 1 y Sin Au.

Adicionalmente al realizar las mediciones en HPLC solo se observo un pico caracteristico de
la niclosamida en 4 min del tiempo de retencion. Esto quiere decir que no hay liberacion de

otros componentes que absorban en las longitudes de ondas estudiadas. (290-350 nm.).

Tabla 10. Ajustes cinéticos para la liberacion de niclosamida desde dispositivos de la matriz

6 PEGDA 575 con AuNRs2, AuNRs 1y sin Au.

MobELO AUNRs2 AuNRsl SIN Au
ORDEN CERO R?*=0,3460 R?*=0,6699 R?*=0,6090
ORDEN UNO R?>=0,3231 R?*=0,6414 R?*=0,5930
HiGucH1 R’=0,6694 R?*= 10,7882 R*=0,4722
KORSMEYER-PEPPAS | R?>=0,9778 R?*=0,7090 R?*=0,8980
n=20,2014 n=0,2759 n=0,1525
k=2,1454 k=2,1773 k=1,6283
PEPPAS- SAHLIN R*=0,9873 R?*=0,9442 R?*=0,9451
m=0,3313 n =0,4500 n=0,2500
k=2,458 k= 3,209 k=1,914
k2=0,3775 k2=0,6243 k2=0,3611

Estudios de liberacion sin irradiacion

Para los estudios de liberacion sin irradiacion se dispusieron de dispositivos con AuNRs 2
sumergidos en PBS/Tween 80 1% y se dejaron en agitacion sin exponerse al estimulo de la
irradiacion. Los resultados arrojaron una liberacion creciente y sostenida en el tiempo hasta
alcanzar el 3 % de liberacion en su punto maximo a los 120 minutos como se puede apreciar

en la Figura 33.
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El perfil de liberacion sin irradiacion se ajustd al modelo matemdtico de Peppas-Sahlin
sugiriendo una difusion Fickiana al igual que para los dispositivos irradiados como se puede

observar en la Tabla 11.

Liberacion PEGDA 575 sin irr
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Figura 35. Liberacion de niclosamida sin irradiacion desde dispositivos de la matriz 6 con
PEGDA 575

Tabla 11. Ajustes matematicos a cinéticas de liberacion dispositivos sin irradiacion.

MODELO R?

ORDEN CERO 0,8677
ORDEN UNO 0,8752
Hicuchi 0,9835
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KORSMEYER-PEPPAS 0,9785
n = 0,6047
k=0,1504

PEPPAS-SAHLIN 0,9967
n=0,45
k1=0,3
k2= 10,0075

Comparado con los dispositivos irradiados, aquellos que no fueron irradiados mostraron una
disminucién en el porcentaje de liberacion de niclosamida en casi todos los puntos. Sin
embargo, con el transcurso del tiempo, se logrd alcanzar un 3% de liberacion. Para alcanzar
las concentraciones de farmaco obtenidas con la irradiacion, se necesita exponer a los
dispositivos no irradiados durante un periodo mas prolongado de tiempo en el medio,
permitiendo que el farmaco difunda desde la matriz. La incorporacion de nanosistemas en los
dispositivos podria estar acelerando este proceso de difusion gracias al efecto fototérmico

producido por las AuNRs cuando se exponen a irradiacion.
Conclusiones subcapitulo 2: PEGDA 575

. Se encontrd una region de trabajo en donde la matriz propuesta (matriz 6) logrd

desarrollar un dispositivo sélido de las dimensiones esperadas segun el disefio digital.

. La incorporacion de AuNRs a las matrices poliméricas no provocod separacion de
fases ni desestabilizaciones observables a simple vista, ademas las mediciones de
espectrofotometria UV-Vis arrojaron que las AuNRs se mantuvieron durante al menos 30 dias
en las matrices. Esto puede atribuirse a la funcionalizaciéon de las nanoparticulas 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 impresion en

3D.

. Los resultados de IR/FITR y PNMR -31 indican que la concentracion relativa de
fosforo disminuye en las matrices sélidas, sin embargo, se debe estudiar si es que esta

molécula se libera al medio y evaluar su toxicidad.
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. Los perfiles de liberacion estudiados a partir de dispositivos que contenian AuNRs 2 y
AuNRs 1 versus los que no contenian AuNRs arrojaron ser similares segin el calculo del
factor de similitud F2. Esto indica que el mecanismo de liberacion es el mismo para ambos,
sin embargo, la velocidad de liberacion es mayor para aquellos dispositivos con AuNRs, esto
indica que la irradiacion de estos dispositivos produce una primera liberacion de niclosamida
y se podria producir una segunda liberacion asociada al swelling del dispositivo, esto se
podria estudiar en futuras investigaciones. Los graficos de los modelos cinéticos en funcion

de los datos empiricos se pueden encontrar en el anexo 1.

. Se puede concluir que el peso molecular del polimero permite una liberacion sin
irradiacion mayor que cuando se realizaron estudios de liberacion sin irradiacion de los
dispositivos formulados a partir del PEGDA 250. Es por esto que se concluye que el peso
molecular de los polimeros que conformen las matrices afectara al grado de reticulacion de

los dispositivos solidos finales y por ende a la velocidad de liberacion del farmaco.
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Objetivo especifico 3

Se propone el disefio 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 liberacion con el fin de observar una liberacion controlada de la niclosamida.
Adicionalmente se disefi6 un dispositivo de dimensiones mas grandes 10x5 nm y se evaluo su

liberacion bajo las mismas irradiaciones.

Estudios de liberacion del dispositivo bicapa:
Se propuso la formulacién de un dispositivo bicapa disefiado a partir de la Matriz 6 de

PEGDA 575 cémo se puede observar en la Figura 36.

AuNRs 1

AuNRs 2

Figura 36. Imagen de los dispositivos bicapa con AuNRs 2 y AuNRs 1

Para evaluar la liberacién controlada de niclosamida se sometieron los dispositivos a un

estudio de liberacion en donde se midio6 la concentracion a diferentes tiempos:

1- Después de irradiacion con laser de 808 nm 15 min

2- Después de irradiacion con laser 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 irradiacion de 808 indicaron
que existe una primera liberacion hasta alcanzar un porcentaje de liberacion cercano al 1,3 %,
sin embargo, cabe destacar que, los dispositivos no liberaron mds que los dispositivos
monocapa con AuNRsl cuando estos fueron expuestos a 15 min de irradiacion. Esto se
podria atribuir a al volumen del impreso que contenian AuNRs 1, con respecto al dispositivo
monocapa, la bicapa contenia la mitad del volumen original, al separarse en dos capas.

Adicionalmente, la irradiacion se realizd de manera vertical y no horizontal en la muestra, por
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lo que la presencia de las capas con AuNRs2 que no interaccionan con el laser de 808,
podrian estar interfiriendo con la interaccion de las capas que si contenian AuNRs 1 con el

laser.

Cuando los dispositivos bicapa se sometieron a 15 min de irradiacion 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 liberacion de la bicapa tras 30 minutos de irradiacion fue

cercano al 4 %.

Esto podria indicar que un dispositivo bicapa formado por AuNRs 1 y AuNRs 2 es capaz de
controlar la liberacion de niclosamida en funcién del tiempo, respondiendo al estimulo de la

irradiacion a diferentes longitudes de onda.

Liberacion Bicapa

—-e- Bi-capa con Irr
& Bi-capa sin Irr

%Liberacién

1 1 1 1 1T 711
0 5 10 15 20 25 30 35 40

tiempo(min)

Figura 37. Liberacion de niclosamida desde dispositivo bicapa tras la irradiacion a 808 nm
y 1064 nm

Control de la liberacion:
Con el fin de entender mejor como es que la presencia de AuNRs en los materiales impresos

es capaz de controlar la liberacion del activo es que se realizé un cuadro comparativo de las

77



constantes de velocidad asociadas a cada perfil de liberacion 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 ecuacion Peppas-Sahlin.

Tabla 12. Comparacidn de constantes de difusién K1y K2 para perfiles de liberacién de

dispositivos con irradiacién AuNRs2, AuNRs1 sin Au y dispositivos sin irradiacién.

K AuNRs 2 AuNRs 1 Sin Au Sin IRR
K1 2,458 3,209 1,914 0,300
K2 0, 3775 0,6243 0,3811 0,0075

Con respecto a las constantes K1 asociadas a mecanismos de difusion fickiana se observo
que, con respecto a los dispositivos sin irradiacion, estas constantes aumentaron de 0,3 a 1,9
cuando estos de dispositivos sin nanoparticulas fueron sometidos a irradiacion. Esto podria
significar, que el aumento de la temperatura inducido por el laser fue capaz de contribuir a la

difusién Fickiana °®

8. Por otro lado, cuando los dispositivos con nanoparticulas fueron
irradiados aumentaron atin mas la constante de difusion asociado a la contribucion Fickiana.
Esto podria significar una interaccion entre las nanoparticulas y las moléculas de
niclosamida. Se plantea la hipotesis de que las moléculas de PEG ancladas a la superficie de
los AuNRs contribuyen a la formacion de un ambiente hidrofébico que podria proteger a la
molécula de niclosamida dentro de las matrices. Adicionalmente, esto explicaria la ausencia
de visualizacion de cristales de niclosamida en los impresos con nanoparticulas. En literatura,
se ha descrito, que la niclosamida puede formar interacciones de tipo hidrofobicas, puentes de
hidrogeno y van der Waals cuando interaccionan con moléculas biologicas como la pepsina y

proteinas del suero.

Por otro lado los valores de las K2 asociadas a mecanismos de difusion no fickianos
aumentan de 0,0075 a 0,38 cuando los dispositivos son irradiados. Esto se podria explicar
debido a que la accion del laser y la generacion de calor podrian provocar un cambio en la
temperatura de transicion vitrea del polimero, de manera que se promueva la hidratacion del
dispositivo y el reordenamiento de las cadenas poliméricas, permitiendo asi la difusion de

niclosamida por contribuciones no fickianas. *'**
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Conclusiones generales:

En conclusion, se comprueba que la incorporacion de nanoparticulas de oro de diferentes
morfologias a matrices poliméricas para impresion en 3D, permite la liberacion controlada de
niclosamida desde dispositivos solidos impresos en 3D cuando estos son expuestos a
irradiacién a longitudes de onda proporcionales al plasmon de cada nanosistema. De estd

manera se aprueba la hipotesis planteada para este trabajo de tesis.

Se observo que de todas las matrices propuestas para impresion en 3D la que tuvo mayor
¢xito en cuanto a capacidad de impresion 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. Ademads, cabe destacar que el peso molecular del polimero determinara la
hidrofobicidad y el comportamiento eldstico de cada matriz, por lo que los nanosistemas que
se incorporen deben estar estabilizados mediante la funcionalizacion de moléculas a su

superficie.

En los estudios de liberacion, aquellos dispositivos que contenian AuNPs liberaron una
mayor cantidad de niclosamida en casi todos los puntos en relacion con aquellos dispositivos
sin AuNRs. Sin embargo, el porcentaje de liberacion sigue considerandose bajo, es por esto
que, para futuros estudios, recomendaria variar la concentracion de AuNRs con el fin de
observar si existe una mayor liberacion cuando aumenta la cantidad de nanoparticulas en los

dispositivos impresos.

Adicionalmente se plantea la nueva hipotesis de que las AuNPs funcionalizadas podrian estar
interactuando con el activo de tal manera que su presencia afectard a la liberacion de

niclosamida por difusioén cuando el dispositivo es expuesto a un medio acuoso.

La impresion en 3D por estereolitografia se representd como una herramienta prometedora a
la hora de disefiar formulaciones farmacéuticas a base de reacciones de fotopolimerizacion.
El uso de polimeros fotosensibles puede dar origen a dispositivos capaces de controlar la
liberacion de activos, sin embargo, el uso de fotoiniciadores es un desafio que alin sugiere
mas andlisis, como pruebas de liberacion de TPO y pruebas de citotoxicidad / in vivo, con

el fin de evaluar la toxicidad en sistemas bioldgicos.
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Finalmente se espera que estos resultados sean capaces de contribuir a la investigacion
cientifica de vanguardia en cuanto a formulaciones farmacéuticas innovadoras de liberacion

controlada y personalizacion de las terapias.
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Anexo 1:
Graficos de modelos cinéticos en funcion de datos empiricos.
1. Ajuste a modelo cinético Korsmeyer -Peppas Matriz 6 AuNEs PEGDA 250 con
irradiacion

Matriz 6 AUNEs PEGDA 250 IRR

25

@® Observed
— Predicted ™

0 1 I I I L] I 1
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2. Ajuste a modelo cinético Peppas- Sahlin matriz 6 AuNRs 2 PEGDA 575 con
Irradiacion.

AuNRs 2 PEGDA 575 IRR

@® Observed
— Predicted

14 1



3. Ajuste a modelo cinético Peppas-Sahlin Matriz 6 AuNRs 1 PEGDA 575 con
Irradiacion.

AuNRs 1 PEGDA 575 IRR

4.5 ® Observed
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4. Ajuste a modelo cinético Peppas- Sahlin Matriz 6 Sin AuNRs PEGDA 575 con

Irradiacion.
Sin AuNRs PEGDA 575 IRR
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— Predicted

2.5




5. Ajuste cinético Peppas-Sahlin Matriz 6 PEGDA 575 sin irradiacion.

Matriz 6 PEGDA 575 SINIRR

144
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Anexo 2: Dispositivo Bi-capa 10x5 nm

Se formul6 un dispositivo mas grande con el fin de evaluar si el tamafio de la impresion

afecta en la liberacion 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 estandar, se
sometid a irradiacion a dos longitudes de onda 808 y 1064 nm por 15 minutos cada una. Los
resultados arrojaron una pobre liberacion desde el dispositivo durante los 30 minutos que

dur6 el experimento. El méximo de porcentaje de liberacion con respecto a la cantidad de
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niclosamida que poseia este dispositivo fue cercano al 0.1 % como se puede apreciar en la

figura 37.

Liberacion bicapa 10X5 mm
0.12
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T
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0 3 10 15 20 25 30 35
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Figura 39.Perfil de Liberacion niclosamida desde dispositivo bicapa de 10 x 5 mm sometido
a irradiacion a 808 y 1064 nm por 30 minutos.

Este resultado sugiere que la liberacion de niclosamida se ve afectada por el tamano del
dispositivo impreso en 3D. Esto podria atribuirse al area superficial del dispositivo que entra
en contacto con el medio de disolucion. En consecuencia, los dispositivos mas grandes y
pesados necesitaran mas tiempo para que el farmaco difunda desde la matriz hacia el exterior.
Esto se debe a que estos dispositivos tardaran mas en hincharse y absorber agua, prolongando

el proceso de liberacion de niclosamida.
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