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1. INTRODUCCION

1.1 Farmacos y sistemas de liberacion controlada de farmacos

El comité de Expertos de la OMS en Farmacodependencia define farmaco como “toda
sustancia que, introducida en el organismo vivo, puede modificar una o mas de las
funciones de este”.! En términos farmacoldgicos, un farmaco o principio activo es una
sustancia pura, quimicamente definida, extraida de fuentes naturales o sintetizada en el
laboratorio, dotada de una accién bioldgica, que puede o no ser aprovechada por sus
efectos terapéuticos.? Para que el medicamento actiie sobre el organismo y trate la
enfermedad, debe ser transportado hasta los sitios especificos del cuerpo y/o células
dianas y ser liberado en ellas, por ello, actualmente existe una amplia investigacion sobre
la administracion terapéutica.® El desarrollo de materiales transportadores/liberadores de
farmacos eficaces que aumenten la selectividad de los transportadores y mejoren la
entrega de medicamentos en zonas afectadas evitando asi los efectos secundarios
causados por los principios activos de la droga, ha aumentado el uso de biopolimeros,

tales como los liposomas, polisacaridos, etcétera.*®

Los sistemas de liberacion de farmacos (drug delivery systems, DDS) se definen como
elementos que permiten la introduccién de la sustancia terapéutica en el cuerpo
mejorando su eficacia y seguridad con respecto a las terapias tradicionales, al controlar la
velocidad, tiempo y lugar de su liberacion.®” Este proceso incluye desde la administracion
del farmaco hasta su transporte por las membranas biologicas para llegar al sitio de
accion. A cada medicamento le corresponde un DDS Unico capaz de ejercer su liberacién
de manera eficiente y sin generar efectos adversos secundarios, y, a diferencia de las
terapias tradicionales, estan disefiados para mantener los niveles terapéuticos estables

durante todo el periodo del tratamiento. 8

El medicamento puede administrarse por diferentes vias en funcion de la enfermedad
que el individuo presente, el efecto deseado y el producto disponible. Las rutas

anatomicas principales se muestran en la Tabla 1.



Tabla 1: Posibles rutas anatémicas para la administracion de DDS®

Gastrointestinal
Oral
Rectal

Subcutanea

Intramuscular

Intravenosa

Intraarterial

Transmucosal

Pulmonar

Un sistema inteligente de administracién de farmacos debe superar todas las
limitaciones e inconvenientes asociados a los agentes terapéuticos convencionales, como
la imposibilidad de aplicarse al mismo tiempo que otros principios activos y la falta de
especificidad en el transporte al sitio de accién haciendo que el farmaco se pierda en los
tejidos no enfermos del huésped. 8 Ademas, debe poseer las propiedades caracteristicas

de biodegradabilidad y sobre todo de biocompatibilidad, asi como anti-toxicidad.®

El uso de estos novedosos DDS, como ya se ha explicado, conlleva ventajas frente al
tratamiento tradicional, como puede ser conseguir la reduccion de la frecuencia de
administracion y dosis del farmaco a la vez que se reduce también la fluctuacion de las
concentraciones plasmaticas para minimizar asi los efectos secundarios del medicamento.
También se produce un control del sitio de liberacion del farmaco en el tracto
gastrointestinal liberando el farmaco directamente en el intestino delgado. Esto permite
proteger al principio activo de la degradacion por el &cido del estémago y también
proteger tedricamente el estbmago de una posible accidn gastro-lesiva del medicamento.
En cuanto a las limitaciones, cabria destacar el riesgo de liberar una dosis alta de farmaco

en forma inmediata por un fallo del sistema, y el mayor coste de disefio y produccion.”1%!

1.2 Nano-hidrogeles de alginato

Los polisacaridos han demostrado ser materiales muy Utiles para la sintesis de

sistemas de liberacién de farmacos (DDS) debido a varios factores como su alta



estabilidad (permitiendo asi la formacion de hidrogeles), biodegradabilidad vy
biocompatibilidad, pero su mayor atractivo radica, como ya se ha comentado, en la no
toxicidad del polimero. Ademas, otra importante ventaja es su abundancia en la
naturaleza, lo que hace que los procesos de extraccion sean de bajo costo. Este es el caso,

por ejemplo, del alginato, extraido de las algas pardas (Phaeophyceae).*>1?

El alginato (ALG) es un polimero natural anionico con alto poder de gelificacion
obtenido por precipitacion con cloruro de sodio o calcio previa extraccion de las algas.
Se trata de un polimero no ramificado constituido por los monosacaridos D-manuronico
(M) y su epimero L-gulurénico (G) unidos por enlace O-glucosidico intercalados

alternamente 31214

CO0~ oH coo" OH
H
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lHustracién 1: Estructura quimica del alginato®®

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales con alto contenido en agua
sintetizados por entrecruzamiento fisico o quimico de polimeros hidrofilicos. Presentan
ventajas como la biocompatibilidad, gran flexibilidad y el excelente rendimiento de
encapsulacion del farmaco. En particular, los nano-hidrogeles responden a estimulos con
propiedades quimicas y fisicas Unicas y ajustables en sistemas de administracion de

farmacos (DDS). Las caracteristicas que deben poseer estos nano-hidrogeles son:

- Tamafo adecuado por debajo de 100 nm en cada dimension en 35 medios
fisiologicos para garantizar la permeabilidad a través de las membranas de las
células enfermas y una absorcién exitosa

- Tiempo de activacién largo en el cuerpo humano

- Mayor capacidad de carga de drogas que los sistemas tradicionales

- Gran capacidad de respuesta inteligente a los estimulos para controlar con
precisién la actuacién en los sitios especificos (células infectadas)

Maxima biodegradabilidad posible después de la liberacion del farmaco®16-1°

Los hidrogeles de ALG se pueden preparar mediante varios métodos de reticulacién.

Su similitud estructural con las matrices extracelulares de los tejidos vivos les
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proporciona una amplia aplicacion en la cicatrizacion de heridas y en la administracion
de agentes bioactivos, como proteinas y fa&rmacos quimicos pequefios. En esta ultima
aplicacion, la més relevante para este trabajo, los farmacos pueden liberarse de los geles
de alginato de forma controlada, segin los tipos y métodos de entrecruzamiento
empleados en la sintesis. Ademas, estos geles se pueden administrar de forma oral o por
inyeccion poco invasiva, lo que les confiere una amplia aplicabilidad en el dmbito
farmacéutico.'? La formacion del nano-hidrogel esta impulsada por las interacciones entre
los blogues de L-gulurdnico (G), que se asocian formando uniones enérgicas en presencia
de cationes divalentes. Es por esto que los geles con alto contenido de mondémero G

producen geles mas estables y fuertes.'*

Para garantizar la estabilidad de los hidrogeles basados en ALG en el flujo sanguineo
y mejorar aun mas su biocompatibilidad, se puede realizar el recubrimiento del mismo

con Metoxipoli(etilenglicol) amina.®

1.3 Moléculas modelo para la carga de hidrogeles

Con el fin de realizar el seguimiento de la liberacion del farmaco del DDS, en el
presente Trabajo Fin de Master se hace uso de dos moléculas fluorescentes: la
fluoresceina y la rodamina B.

La fluoresceina es una sustancia pulverulenta de color amarillo rojizo con peso
molecular de 376,27 g/mol soluble en etanol y aguas alcalinizadas, por ello, su sal sodica
es soluble en agua (pH > 7). Esta sal es usada como marcador fluorescente debido a su

capacidad de producir fluorescencia.

llustracion 2: Estructura de la fluoresceina sodica



La rodamina B es una sustancia pulverulenta de color violeta con peso molecular
de 479,01 g/mol insoluble en agua, pero soluble en etanol. También presenta
fluorescencia por lo que su uso esté extendido como marcador fluorescente al igual que

la fluoresceina.

H5C

llustracion 3: Estructura de la rodamina B

1.4 Meétodos opticos

Los métodos dpticos de andlisis estan basados en el estudio de la interaccion de la
radiacion electromagnética con la materia. Cuando dicha radiacion incide sobre una
muestra material, esta puede: ser absorbida por la muestra; ser dispersada, con o sin
cambio en la longitud de onda; u originar un cambio en las propiedades de radiacion, sin

necesidad de producirse absorcion o emision.
Existen dos tipos de métodos dpticos:

- Métodos espectroscopicos: en los que existe intercambio de energia entre la
radiacion electromagnética y la materia debido a que las interacciones son profundas. En
esta metodologia se miden cambios en la intensidad de la radiacion emitida debido a las
transiciones entre niveles energéticos. Se dan procesos de absorcion (p.e
espectrofotometria UV-visible, IR, microondas, absorcion atomica, etcétera) y procesos

de emisién (fluorescencia de rayos X, fluorescencia atdmica y molecular, etcétera).

- Métodos no espectroscopicos: en los que no tiene lugar intercambio de energia
como consecuencia de que la interaccion materia-radiacion es poco profunda. No se
producen transiciones entre los diferentes estados energéticos, sino que se producen



cambios en la direccion o en las propiedades fisicas de la radiacion electromagnética. Se
basan en la naturaleza ondulatoria de la radiacion y generan procesos de dispersion
(turbidimetria, nefelometria, RAMAN), refraccion (reflectometria, interferometria),
difraccion (rayos X, electronica), reflexion (espectroscopia de reflexion) y en rotacion

oOptica (polarimetria, dicroismo circular).

Espectro visible por el ojo humano (Luz)
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lHustracion 4: Diagrama del espectro de la radiacion electromagnética?

En el presente Trabajo Fin de Master se hara uso de los métodos espectroscopicos de
absorcion UV-VIS, FTIR y espectroscopia de fluorescencia, asi como uno no

espectroscopico, la dispersidn dindmica de la luz (DLS).

1.4.1 Espectroscopia de absorcién UV-VIS

Este método espectrofotométrico se basa en la medida de la absorbancia o
transmitancia de la radiacién en la region ultravioleta o visible, normalmente entre los
170-200 y los 650-800 nm). La absorbancia puede correlacionarse con la

concentracion de la especie absorbente mediante la ley de Lambert-Beer:
A=—log(T)= Cx*b=xc¢

Donde A es la absorbancia, T la transmitancia, C la concentracion, b el camino

optico y ¢ el coeficiente de absorcion molar.



El esquema general instrumental se ve en la siguiente ilustracion:

Colimador Selector de Longitud de Onda

(Lente) (Rendije) Detector

(Fotocelda)
-

mador Muestra

.

Pantalla Digital
Monocro

(Pn.\ma o Rejilla) Solucién
(en la Cubeta)

Fuente de Luz

lHustracion 5: Esquema del espectrofotometro de absorcion UV-VIS#

Como se observa, el haz de la fuente pasa por el selector de longitud de onda y luego
atraviesa la muestra. Existen instrumentos de doble haz y de haz sencillo. En los
segundos, hay solo un haz de radiacién que, después de pasar a través de la muestra, llega
al detector, por lo que la correccién del blanco debe realizarse previamente. En cambio,
en los de haz doble, la radiacién pasa alternativa o simultdneamente a través de la muestra
y del blanco, lo cual se lleva a cabo mediante un motor que hace girar un espejo dentro y
fuera de la trayectoria de la radiacion.

1.4.2 Espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia es un fendbmeno luminiscente que caracteriza a las sustancias que
absorben energia en forma de radiacion, y, tras excitarse desde el nivel fundamental hasta
un estado singlete excitado, emiten parte de esa energia en forma de luz. La energia de la
emisién siempre serd menor que la energia de la radiacion incidente, por lo que la longitud

de onda sera mayor. EI mecanismo de fluorescencia implica tres pasos:

1- Absorcion de la radiacion
2- Relajacion no radiativa (calor)

3- Emisién
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Iustracion 6: Diagrama de Jablonski de la fluorescencia?

Estos tres procesos se dan en el orden de los nanosegundos. Esto es debido a que la
absorcion y relajacion son procesos muy rapidos, y la emisién en este tipo de
luminiscencia es una transicién permitida del primer estado singlete hasta el fundamental,

por lo que se considera un proceso instantaneo, una vez que cesa la radiacion incidente
cesa también la fluorescencia.

El esquema instrumental es muy similar al del espectrofotometro anterior con la
salvedad de que en este caso se hace uso de dos selectores de longitudes de onda, el de
excitacion, antes de la muestra y el de emision, después de la misma.

Muestra Equipo
Selector A de electrénico/
—> g —| Transductor .
la emision sistema de

‘ cémputo

Selector A de |

Atenuador

la excitacion

del haz

-| Transductor F

Fuente

lHustracion 7: Esquema del espectrofotémetro de fluorescencia®



Cabe destacar que el detector se encuentra a 90° de la fuente para que no haya
interferencias de la luz incidente. Registrar la emision con ese angulo es posible ya que

la fluorescencia es un proceso que ocurre en todas las direcciones.

1.4.3 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR)

La radiacion infrarroja no es suficientemente enérgica para producir la clase de
transiciones electrdnicas que se dan mediante radiaciones ultravioleta y visible. La escala
energética a la que se produce se corresponde con los niveles energéticos vibratorios de
las moléculas, por lo que, por condicionamientos mecano-cuanticos, esta técnica se limita
a especies moleculares con transiciones vibracionales que experimenten un cambio en el

momento dipolar.

Existen tres tipos de equipos de radiacion IR: espectrofotometros dispersivos con
monocromador de red, espectrofotdmetros de transformada de Fourier y
espectrofotdmetros no dispersivos con filtro. En la actualidad, los mas usados son los de

transformada de Fourier.

La transformada de Fourier convierte la salida del detector en un espectro
interpretable. Tienen pocos elementos Gpticos y ninguna rendija que atende la radiacion,
siendo la potencia radiante que llega al detector muy elevada, ademas de llegar todos los
elementos de la fuente simultineamente, obteniendo el espectro casi al instante. La
resolucion es alta, igual que la capacidad de reproduccion de la longitud de onda. En la

Ilustracion 8 se puede ver un esquema de este equipo.

@ =

Fuente IR il Tt da
|]<$§ He-Ne

Detector

Divisor

Espejos
Rendija
de haz

Interferémetro
Muestra

Espejo movil

lustracion 8: Esquema del equipo FTIR?



Como se observa, cuenta con un interferometro de Michelson constituido por dos
espejos, uno mavil y uno fijo, y un divisor de haz. Al incidir la luz de la fuente sobre el
divisor de haz, esta se divide en dos rayos que se reflejan en cada uno de los espejos y
retornan al divisor de haz, donde se combinan y salen del interferometro. La combinacion
de ambos puede ser constructiva (aumento de sefial) o destructiva (disminucion de sefial),
en funcion de la posicion del espejo movil. Esta combinacion es la que llega al detector
después de pasar por la muestra, y genera un espectro gracias al tratamiento matematico

de la transformada de Fourier.

1.4.4 Dispersién dindmica de luz (DLS)

Se trata de una técnica fisicoquimica no destructiva establecida para medir el tamafio
(radio hidrodinadmico) y la distribucion de tamafio de moléculas y particulas, tipicamente
en la region micrométrica y nanométrica.?* La DLS consiste en hacer incidir sobre la
muestra un haz de luz y monitorizar los fotones dispersos en angulos especificos durante
intervalos de tiempo del orden de los microsegundos. En estos intervalos de tiempo la
sefial fluctda en funcion del tamafio de las particulas que haya en suspension. Las
particulas pequefias se mueven rapidamente y generan mas fluctuaciones en la intensidad
de la dispersion de luz, mientras que las particulas méas grandes se mueven mas lentamente

por lo que provocan menores variaciones.

Los pardmetros mas importantes de esta técnica son el tamafio promedio z y el indice

de polidispersion.

El tamafio promedio z es el parametro principal y el méas estable generado por la
técnica. Constituye el mejor valor que se puede informar en un entorno de control de
calidad, dado que se encuentra definido en la norma ISO 13321 y, més recientemente, en
la norma ISO 22412, que define esta media como el “didmetro de particula armoénico
ponderado por intensidad”. Este parametro es muy sensible a pequefios cambios en la
muestra, como puede ser la presencia de pequerios agregados en la misma. Cabe destacar
que el tamafio promedio z es un parametro hidrodinamico y, por lo tanto, solo se aplica a

particulas que se encuentran en dispersion o a moléculas en solucion.?*

Por su parte, el indice de polidispersion consiste en un nimero que se calcula a partir
de 2 parametros que se ajustan a los datos de correlacién (analisis de cumulantes). El

indice de polidispersion es adimensional, y se escala de tal modo que los valores inferiores
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a 0,05 rara vez se observan, excepto con patrones altamente monodispersos. Los valores
mayores a 0,7 indican que la muestra posee una distribucion muy amplia, y

probablemente no sea apta para la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS).%

A continuacion, se muestra un esquema de la instrumentacion del DLS.

Muestra

/ Detector
lHustracion 9: Esquema del equipo DLS®

1.5 Microscopio de transmisidn electrénica (TEM)

El microscopio de transmision electrénica emplea un haz de electrones altamente
energético que atraviesa la muestra para generar una imagen de la misma, por lo que
proporciona informacidn estructural. Ademas, posee una resolucion a alta magnificacion
inferior a 1 nm. Es por esto por lo que se trata de una herramienta muy atil para la

nanotecnologia.
Un microscopio TEM presenta los siguientes componentes:

- Canion de electrones, localizado en la parte superior de la columna del equipo

- Columna, que contiene el sistema de lentes electromagnéticas, responsables de
dar forma al haz de electrones. Es importante que el cafion de electrones se
encuentre a vacio para evitar que los electrones acelerados colisionen y haya
pérdida energética

- Detectores

- Cémara de muestra, con uno o varios pozos

- Sistema de captura de imagenes

11



En la lustracion 10 se pueden observar dichos componentes.

Cafodn de electrones

Lente condensador 1

Lente condensador 2
Diafragma U:__
condensador

Diafragma de
~_contraste
Porta

objetos m

Lente objetivo

. Lente de difraccion
Diafragma de Lente intermedia
difraccion

Proyector 1
Proyector 2

Binocular

Pantalla
fluorescente

Sistema de
planos filmados

lHustracion 10: Esquema del equipo TEM?



2. OBJETIVOS

La eficacia de los medicamentos se ve limitada por la baja capacidad de la sustancia
para alcanzar el lugar en el que debe actuar en el organismo. Esto puede deberse a factores
tanto fisicos como quimicos, y es lo que se pretende mejorar con el desarrollo de sistemas

dispensadores de farmacos (DDS).
Los objetivos principales del presente trabajo son dos:

v’ Lasintesis y caracterizacion fisicoquimica de distintos tipos de hidrogeles basados
en alginato
v" El estudio de la capacidad de dichos materiales como sistemas de liberacién de

farmacos

Estos objetivos generales pueden subdividirse a su vez en varios objetivos

particulares:

v" Sintesis de hidrogeles de alginato modificados con cistamina cargados con dos
moléculas modelo diferentes, fluoresceina y rodamina

v' Sintesis de hidrogeles de alginato modificados con etilendiamina cargados con las
dos moléculas modelo diferentes, fluoresceina y rodamina

v" Sintesis de hidrogeles de alginato modificados con cistamina y recubiertos con
mPEG-NH: cargados con rodamina

v' Caracterizacion fisicoquimica de ambas moléculas modelo, fluoresceina y
rodamina

v’ Caracterizacion fisicoquimica de los nano-hidrogeles

v" Comparacion de todos los tipos de nano-hidrogeles en cuanto a la capacidad de

encapsulacion y liberacion de las moléculas modelo
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3. INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

3.1 Materiales
= Vasos de precipitados (10, 10, 100, 250, 500 mL)

= Pipetas pasteur

= Micropipetas HTL (0,5-10, 10-100, 100-1000 pL)
= Matraces aforados (5, 10, 25, 100, 250, 500 mL)

=  Probetas (10, 50 mL)

= Falcon (15, 50 mL)

= Imén

= Barras magnéticas

= Cubeta de cuarzo con 10 mm de paso 6ptico

3.2 Reactivos y disolventes
=  Agua MilliQ
= Etanol absoluto de Labkem
» Metanol de Labkem
= Solucién salina tamponada con fosfato (PBS) de Gibco
= HCI 37% de Sigma Aldrich
= NaOH 98% de Alfa Aesar
= Acido acético glacial de Sigma Aldrich
= Alginato de sodio de Acros organics
= Peryodato de sodio de Merck
= Metoxipoli(etilenglicol) amina (MPEG-NH2) de ThermoFisher
= Dihidrocloluro de cistamina de ThermoFisher
= Etilendiamina de Sigma Aldrich
= Hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) de
Sigma Aldrich
= N-hidroxisuccinimida (NHS) de Sigma Aldrich
= Fluoresceina sddica de Merck
= Rodamina B de Sigma Aldrich
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3.3

Instrumentacion

Espectrofotdmetro de fluorescencia Varian Cary Eclipse

Software Cary Eclipse Varian Scan Application
Espectrofotdmetro UV-Visible 50 BIO Varian Cary

Software Varian Cary WinUV Scan Application

Espectrometro de fluorescencia Edinburgh FS5 con accesorio de esfera
integradora

Software Fluoracle

670-FT-IR con modulo ATR Golden-Gate (cristal de diamante)
Software Resolutions Proversion 5

TEM JEOL JEM-2000 EX Il Electron Microscope

Software Gatan Digital Micrograph

Malvern Zetasizer Nano-ZS ZEN 3600 DLS

Zetasizer Software DLS

Agitador rotatorio Sky-line RM-2L ELMI

Balanza analitica de precision Mettler Toledo AE 163

Balanza analitica de precision Mettler Toledo PG802-S

pH-metro Crison micro pH 2002

Vortex Labnet VX 100

Centrifuga Labofuge 200 Thermo Electron Corporation
Centrifuga Gyrozen 1580 R Control Técnica

Ultrasonidos H-P Selecta

Agitador magnético con calefaccion Lbx Instruments HO3D Series
Agitador magnético con calefaccion P Selecta AGIMATIC-E
Membranas de dialisis de celulosa de anchura 25 mm Sigma Aldrich
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Preparacion de las disoluciones madre de fluoresceinay rodamina B
Se prepararon dos disoluciones madre, una de cada fluoroforo, por pesada directa y
disolucidn, que posteriormente se usaron para realizar los calibrados por dilucion. En el
caso de la fluoresceina se pesaron 0,0059 g y se enrasé a 10 mL con agua MilliQ
obteniendo asi una disolucién madre 1,57-10 M. Para la rodamina se pesaron 0,0057 g

y se enras6 a 50 mL con EtOH obteniendo asi una disolucion madre 2,13-10* M.

4.2 Preparacion de las disoluciones para la encapsulacion

Ambas disoluciones se prepararon por pesada directa y disolucion. Para la
fluoresceina se pesaron 0,0101 g y se llevaron a 10 mL enrasando con agua MilliQ
obteniendo asi una disolucion de 2,66-103. Para la rodamina se pesaron 0,0102 g y se

llevaron a 10 mL enrasando con etanol obteniendo asi una disolucion de 1,87-107.

4.3 Caracterizacion de las moléculas modelo

La caracterizacion de las moléculas modelo se llevo a cabo mediante la determinacién
de sus caracteristicas espectroscopicas: longitud de onda del méximo de absorcion,
coeficiente de absorcion molar, longitudes de onda de excitacién y emision maxima de
fluorescencia, rendimiento cuantico de fluorescenciay espectro de absorcion de infrarrojo

medio.

4.3.1 Espectrofotometria UV-VIS
Se realizé un barrido en todo el espectro visible (400-700 nm) de las disoluciones de
concentracion 5-10° M preparadas por dilucion de las disoluciones madre para la

determinacion de las longitudes de onda de absorcion.

Para la linea de calibrado de la fluoresceina se realizé un barrido de 400 nm a 500 nm,
mientras que en el caso de la rodamina el barrido fue de 500 nm a 600 nm. Los rangos de
los barridos de eligieron de manera acorde a las longitudes de onda de absorcion de las
especies. Cabe destacar que para ambos fluoroforos se realizo la correccion de la linea

base. Para la fluoresceina con agua MilliQ y para la rodamina con etanol.
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4.3.2 Espectrometria de fluorescencia

Una vez obtenidos los valores de las longitudes de onda de absorcion maxima para
los dos fluoroforos se procedié a determinar las longitudes de onda de emision y
excitacion de fluorescencia. Para ello, primero se configuraron las aperturas de las
rendijas del fluorimetro en 5 nm tanto la de emision como la de excitacion. Después, se
fijo el valor de la longitud de onda de absorcion como longitud de onda de excitacion,
obteniendo asi el espectro de emision de las especies. Con el valor de longitud de onda
de emisidn que se obtuvo de este espectro se procedié a realizar el espectro de excitacion
fijando esta vez el valor de emision. El valor obtenido de la longitud de onda de excitacién
en este espectro es el optimo, por lo que se fijo como Aexc y con ella se realizo el espectro
de emisidn definitivo con el que se conocid la longitud de onda de emision de las especies
(Xem).

4.3.3 Rendimiento cuantico de fluorescencia
El rendimiento cuéntico, relacion de fotones emitidos por una especie respecto a los
absorbidos de la fuente, se realizo6 por el método directo empleando una esfera integradora

acoplada a un espectrometro de fotoluminiscencia.

4.3.4 Limites de deteccion de los métodos
El limite de deteccion (LD) se define como la cantidad minima de analito que puede
ser detectada, y, por tanto, distinguida del ruido con fiabilidad, y depende del tipo de

analito, del equipo de medida y de las condiciones del anélisis.

4.3.4.1 Caracterizacién espectrofotométrica
En el espectrofotometro UV-VIS se realizaron calibrados para ambas especies

empleando las concentraciones resumidas en la Tabla 2.

Tabla 2: Concentraciones de fluoresceina y rodamina para la determinacion del LD y el coeficiente
de absorcion molar (g)

[Fluoresceina] (mol/L) _I
1,00E-06 9,80E-07
2,51E-06 2,51E-06
4,99E-06 4,98E-06
7,54E-06 7,50E-06
1,00E-05 1,00E-05
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Con este mismo calibrado, y gracias a la anteriormente mencionada Ley de Lambert-
Beer (apartado 1.4.1) se calcularon los coeficientes de absortividad molar de ambas

especies.

4.3.4.2 Condiciones del fluorimetro
Las técnicas luminiscentes presentan limites de deteccion inferiores a la
espectrofotometria, ya que tienen una sensibilidad superior. Por ello, en este caso se

emplearon concentraciones menores, de acuerdo a lo que se recoge en la Tabla 3.

Tabla 3: Condiciones de analisis para la fluoresceina y rodamina

Fluoresceina
Rango de C (mol/L) | 10° 5.10° 10% 5.10® | 10° 3,5-10°, 6,5-10°,10°®

Apertura rendija

o 20 20

emision (nm)

Apertura rendija

o 20 20
excitacion (nm)

Aexc (NM) 470 535

Rango de barrido (hm) 500-600 560-600

4.4 Sintesis de los nano-hidrogeles?®

4.4.1 Gel de alginato oxidado (OALG)

Se pesaron 1,0014 g de alginato de sodio y se disolvieron mediante agitacion con 150
mL de agua MilliQ. A su vez, se pesaron 0,8666 g de peryodato de sodio (oxidante) y se
disolvieron también mediante agitacion en 20 mL de agua MilliQ. Una vez ambos
reactivos se disolvieron completamente por separado, se afiadieron los 20 mL de la
disolucion del oxidante a la disolucion de alginato. Tras la agitacion pertinente para
homogeneizar la disolucion, la reaccion se dejo a temperatura ambiente en oscuridad
durante la noche (sin agitacion). El producto se separé mediante precipitacion con 200
mL de EtOH durante otra noche. La separacion se llev a cabo mediante centrifugacion
a 12000 rpm durante 10 minutos, decantacion del sobrenadante y posterior lavado con
una mezcla etanol/agua 1:1 v/v. El gel de alginato oxidado, producto final, se dejo

secando a vacié durante 3 dias.
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4.4.2 Sintesis del nano-hidrogel de alginato modificado con cistamina (OALG-CIS)

Se pesaron 0,0813 g del gel de alginato oxidado y se disolvieron en 5 mL de PBS a
pH 6,59 con ayuda del agitador magnético. Una vez disuelto por completo se adicionaron,
para activar los grupos carboxilo del alginato, 0,472 g de EDC y 0,0148 g de NHS
previamente disueltos en un volumen pequefio de agua MilliQ, en intervalos de 15
minutos y en ese orden. Por ultimo, se afiadieron 0,0248 g de cistamina y se dejo
reaccionando con agitacion durante 2 dias (disolucién de color marrén). El producto final
se separd mediante precipitacién con 10 mL de etanol centrifugando a 5000 rpm durante
5 minutos y posterior lavado con una mezcla etanol/agua 1:1 v/v. El secado se realiz6 a

temperatura ambiente durante un fin de semana.

llustracion 11: Sintesis del hidrogel de alginato modificado con cistamina

4.4.3 Sintesis del nano-hidrogel de alginato modificado con etilendiamina (OALG-
ETA)

Se pesaron 0,0812 g del gel de alginato oxidado y se disolvieron en 5 mL de PBS a
pH 6,59 con ayuda del agitador magnético. Una vez disuelto por completo se adicionaron,
para activar los grupos carboxilo del alginato, 0,468 g de EDC y 0,0150 g de NHS
previamente disueltos en un volumen pequefio de agua MilliQ, en intervalos de 15
minutos y en ese orden. Por ultimo, se afiadieron 7,4 uL de etilendiamina y se dejé
reaccionando con agitacion durante 2 dias (disolucion de color amarillento). El producto
final se separdé mediante precipitacion con 10 mL de etanol centrifugando a 5000 rpm
durante 5 minutos y posterior lavado con una mezcla etanol/agua 1:1 v/v. El secado se

realizé a temperatura ambiente durante un fin de semana.

A modo de ejemplo a continuacion se muestra la reaccion de activacion de los grupos

carboxilicos anteriormente mencionada.

19



@]
o I-I'l R'/\f H
R'/\( + /\N:C:N/\\’/\NLCH:; cr
|
OH

L, i
- o) /NWFIJ—CHg cl
CHa CH3
HMN
EDC 7 O-Acylisoharnstoff
o]
+
5 N—-OH ‘ 0
R-/Y y R/Y 0
[
O_ N NZCH; cr NHS_© - O“N
;f' CH; 0
Lt 0
= HN NH —(CHz)a— N*-CHj4
|

NHS |+ R"- NH2

llustracion 12: Reaccion de activacion de los grupos carboxilicos con EDC y NHS donde R”-NH:
seria cistamina o etilendiamina

4.4.4 Encapsulacion de las moléculas modelo de la liberacion en los hidrogeles
modificados
Se procedid de igual modo para la rodamina y la fluoresceina y para los dos tipos de
nano-hidrogeles modificados.

Se pesaron 0,0050 g del nano-hidrogel y se afiadieron a una disolucién mezcla de pH
7,4 (volumen total constante de 5 mL enrasado con una mezcla MeOH:H»0 1:1 v/v) que
contenia: 2,5 mL de una disolucion 1 mg/mL del fluoroforo y 20 pL de &cido acético
glacial (catalizador). La mezcla se hizo reaccionar con ayuda del ultrasonido en oscuridad
durante 48 horas para producir asi un precipitado de color rojo oscuro. Los nano-
hidrogeles con las moleculas modelo encapsuladas se separaron igual que en los casos

anteriores, por centrifugacion y lavado con etanol, dejandose secar al aire.
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llustracion 13: Ejemplo de la sintesis de encapsulados para la rodamina

En todos los casos se observé la formacion de precipitado con la rodamina, sin
embargo, en ningln caso se observo aparicién de precipitado con la fluoresceina. Por este

motivo los posteriores analisis solo se llevaron a cabo con rodamina.

Con objeto de cuantificar el rendimiento de encapsulacion se llevo a cabo una
determinacion espectrofotométrica de la cantidad de molécula molde remanente en el

sobrenadante tras la primera centrifugacion.

4.45 Recubrimiento del nano-hidrogel de alginato oxidado con MPEG-NH:
(OALG-mPEG)

Se pesaron 0,2264 g del gel de alginato oxidado y se disolvieron en 20 mL de una
disolucién de PBS a pH 5,54. Una vez disuelto por completo se afiadieron,
secuencialmente en intervalos de 15 minutos, 0,0458 g de EDC y 0,0153 g de NHS
(activacion de los grupos carboxilicos). Pasados otros 15 minutos se adicionaron 0,3386
g del agente recubridor mPEG-NH> disuelto en 5 mL de PBS. Tras la adicion de este
ultimo reactivo se reajust6 el pH a 5,97 con NaOH y se dejo6 reaccionando con agitacion
durante 2 dias a temperatura ambiente. El producto final se obtuvo precipitando con 10
mL de etanol durante una tarde. Posteriormente, el precipitado se centrifug6 a 5200 rpm
durante 10 minutos y se lavé con etanol hasta que las aguas madres fueron transparentes.

El secado se realiz6 a vacio durante 3 horas.
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Con el gel recubierto se realizo la sintesis del hidrogel de cistamina de igual modo

que en el apartado 4.4.2 y la encapsulacion con rodamina como en el apartado 4.4.3.

A continuacién, se muestra un esquema de la sintesis de los nano-hidrogeles y de la

nanoparticula que se espera sintetizar tras la encapsulacion.

Na0OC Na00C OH N0OC
3 ﬁ. OH 0 \ 0, ‘i‘:U
e 4] {
/¢ EDCINES 0 A o %‘ﬁ@
= . OH CONH.PEG

(OH
CONHPEG\
HC 7 0
) /v/ 0 o 9
5 \ ) % HOY
HO K
A HO €

al

EDCINHS

OH CONTIL-PEG

llustracion 14: Esquema de sintesis del hidrogel de alginato recubierto con mPEG-NH2 modificado
con cistaminat®

N=CH-
@

Fluoroforo

lustracion 15: Esquema de la nanoparticula que se pretende sintetizar'é
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4.5 Caracterizacion de los nano-hidrogeles

Con el fin de comprobar que la gelificacion ha sido exitosa se analizan los geles

sintetizados por tres técnicas diferentes: TEM, DLS y FTIR.

Gracias al DLS, como ya se ha comentado, se consigue determinar el radio
hidrodinamico de las nanoparticulas, asi como el porcentaje de polidispersion. En cuanto
al TEM, proporciona informacion del tamafio de particula. Por altimo, el FTIR indica el

tipo de enlaces y ofrece informacion estructural.

4.6 Estudio de la liberacién de las moléculas modelo

Uno de los objetivos del presente trabajo es el estudio comparativo del
comportamiento liberador de los nano-hidrogeles modificados y recubiertos. Para ello se
opera en todos los casos del mismo modo. Se pesa una cantidad determinada del hidrogel
encapsulado y se dispersa en 10 mL de PBS a pH fisioldgico 7,4. Esos 10 mL que
contienen el hidrogel dispersado se introducen en una membrana de dialisis de 25 mmy
se dejan liberando con agitacion en un vaso de precipitados con 130 mL de PBS apH 7,4
a temperatura ambiente. Considerando que la liberacion comienza en el momento en el
que la membrana entra en contacto con los 130 mL de PBS exterior, en determinados
tiempos se extrajeron 3 mL de la disolucion externa para evaluar la concentracion de
molécula modelo en el dializado. Cabe destacar que tras cada muestreo se afiadieron 3
mL de PBS a pH 7,4 para mantener el volumen de la disolucién constante.

Las medidas en el espectrofotometro se realizaron mediante barrido de 500 a 600 nm,

mientras que las condiciones en el fluorimetro se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 4: Condiciones de analisis del fluorimetro para el estudio de la liberacion

Apertura rendija 20
emision (nm)
Apertura rendija
o 20
excitacion (nm)
Xexc (NM) 535
Rango de barrido (nm) 560-600
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion de las moléculas modelo

5.1.1 Determinacién de las longitudes de onda de absorcion
Como ya se comentd, se realiz6 un barrido en todo el rango del visible obteniéndose

los siguientes espectros:

5E-06 M Fluoresceina
0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06

Absorbancia

0,04
0,02

400 450 500 550 600 650 700
-0,02
A (nm)

Graéfica 1: Espectro de absorcion de la fluoresceina

5E-06 M Rodamina
0,35
0,3
0,25
0,2

0,15

Absorbancia

0,1

0,05

450 500 550 600 650 700
-0,05
A (mn)

Gréfica 2: Espectro de absorcion de la rodamina
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Como se observa, el maximo del pico de absorbancia para la fluoresceina se encuentra

en 480 nm, mientras que para la rodamina esta situado a 550 nm. Estos resultados tienen

sentido, ya que el color de la disolucién de la fluoresceina era amarillo, absorbiendo

radiacion correspondiente al azul (450-500 nm), y el de la rodamina purpura- rosaceo,

absorbiendo radiaciones correspondientes al verde (en torno a 550 nm).

5.1.2 Determinacién de las longitudes de onda de excitacion y emision de

fluorescencia

Siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 4.3.2 se adjuntan los espectros

finales obtenidos en los que se observa el pico de emision y excitacion de las especies.

Intesidad de fluorescencia

Intensidad de fluorescencia

Espectros fluorimétricos Fluoresceina

600
500
400
300
200
100

260 310 360 410 460 510 560 610 660
A (nm)

——— Emision Fluoresceina Excitacion Fluoresceina

Gréfica 3: Espectros fluorimétricos de la fluoresceina

Espectros fluorimetricos Rodamina
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00

0,00
250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00 600,00 650,00 700,00

A (nm)

Excitaciéon Rodamina

= Emisién Rodamina

Gréfica 4: Espectros fluorimétricos de la rodamina
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Se determind que las longitudes de onda de excitacion y emision para cada fluoréforo

fueron las que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Longitudes de onda caracteristicas para las moléculas modelo

Fluoresceina !

dexc (NM) 488 511
dem (NM) 546 569

5.1.3 Rendimiento cuéntico de fluorescencia
El rendimiento cuéntico de fluorescencia obtenido por el método directo de cada

molécula modelo se recoge en la Tabla 6.

Tabla 6: Rendimientos cuénticos obtenidos para las moléculas modelo

Rendimiento

cuantico (%)

97,15 Fluoresceina
12,68

Como se observa, el valor de rendimiento cuantico de la fluoresceina es cercano al
100%. Es por esto que su uso como molécula marcadora esta extendido, ya que los fotones
que emite son mucho mayores que los que absorbe, lo cual se traduce en que la fuente
puede ser poco intensa y la fluorescencia no se veria alterada. En el caso de la rodamina

B este fendmeno no se observa.

5.1.4 Calculo de los limites de deteccion de los métodos y del coeficiente de
absorcion molar
Como se explicd en el apartado 4.3.4, se realizaron calibrados de rodamina y
fluoresceina con el fin de determinar sus limites de deteccion y coeficientes de
absortividad molar (g).

El LD se calcula mediante la siguiente ecuacion:

LD = 3Sordenada
m
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Donde Sordenada €S la desviacion estandar de la ordenada de la recta de calibrado y m

la pendiente de esta.

El coeficiente de absortividad molar, por su parte, se hall6 gracias a la pendiente de

la recta ya que ¢-b se corresponde con la misma.

5.1.4.1 Limite de deteccion espectrofotométrico y coeficiente de absorcion molar
El calibrado y los resultados obtenidos para la fluoresceina y rodamina se muestran

en las siguientes tablas y graficas.

Tabla 7: Concentraciones empleadas para el calibrado de la fluoresceina en espectrofotometria
2=480,01
C (mol/L) | Abs
1,00E-06 | 0,026
2,51E-06 | 0,074

4,99E-06 | 0,14
7,54E-06 | 0,20
1,00E-05 | 0,25

Calibrado Fluoresceina Y =24782x+0,0094
R2=0,9924

0,3
0,25
0,2

0,15

Absorbancia

0,1
0,05
0

0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05 1,20E-05
C (mol/L)

Gréfica 5: Recta de calibrado espectrofotométrica de la espectrofotométrica
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Tabla 8: Concentraciones empleadas para el calibrado de la rodamina en espectrofotometria
| s |
C (mol/L) Abs
9,80E-07 0,059
2,51E-06 0,16
4,98E-06 0,31
7,50E-06 0,50
1,00E-05 0,63

. . y = 64048x - 0,0017
Calibrado Rodamina R2=0,9975

07
06
05 o

04

Absorbancia

03 - 3
0,2
0.1
.

0
0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06 1,00E-05 1,20E-05

C (mol/L)

Gréfica 6: Recta de calibrado espectrofotométrica de la rodamina

Tabla 9: Limites de deteccion en el método espectrofotométrico y coeficientes de absorcion molar

- Fluoresceina

LD (mol/L) | 531E-07 | 9,35E-07
¢ (L/mol-cm) | 6404758 | 2478188

Comparando los limites de deteccion de ambas especies, recogidos en la Tabla 9, se
aprecia que el de la fluoresceina es ligeramente superior y el coeficiente de absorcién
molar es menor, lo cual no concuerda con los rendimientos cuanticos obtenidos. Sin
embargo, el LD no solo depende de la especie medida, sino también del equipo utilizado,

por lo que el espectrofotometro UV-VIS podria ser mas sensible para la rodamina que
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para la fluoresceina, ya que ademas la diferencia de los limites de deteccion no es muy

grande.

5.4.1.2 Limite de deteccion fluorimétrico
A continuacion, se muestran las rectas de calibrado obtenidas para ambas especies

mediante las cuales se determind el limite de deteccion de las mismas.

Tabla 10: Concentraciones empleadas para el calibrado de la fluoresceina en fluorimetria

A=511,94
C (mol/L) | Intensidad de fluorescencia
5,00E-08 816,07
2,00E-08 351,33
1,00E-08 230,26
5,00E-09 83,97
1,00E-09 46,76

Calibrado fluoresceina  y=2E+10x+35,35
R2=0,9938
900,00

800,00
700,00
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00

0,00
0,00E+00 2,00E-08 4,00E-08

C (mol/L)

Intensidad de fluorescencia

Gréfica 7: Recta de calibrado fluorimétrica de la fluoresceina

29



Tabla 11: Concentraciones empleadas para el calibrado de la rodamina en fluorimetria

C (mol/L) | Intensidad de fluorescencia
1,00E-08 248,89
6,50E-09 165,03
3,50E-09 114,28
1,00E-09 63,34
H - y = 2E+10x + 41,22
Calibrado Rodamina R? - 0,0940
300,00
©
'E’ 250,00 o
Zo0000 e
[ A RPT LA
= e N o ®
o 15000 e
g 10000 | e o
i;) 50,00 o
0,00
0,00E+00 2,00E-09 4,00E-09 6,00E-09 800E-09 100E-08 1,20E-08
C (mol/L)

Grafica 8: Recta de calibrado fluorimétrica de la rodamina

Tabla 12: Limites de deteccién en el método fluorimétrico

Fluoresceina
LD (mol/L) | 9,45E-10 3,36E-09

Al igual que en el espectrofotometro, la rodamina posee un limite de deteccion menor
que la fluoresceina, lo cual no concuerda con lo esperado por los valores de rendimientos
cuanticos. Sin embargo, como ya se ha dicho, el limite de deteccion depende del equipo
de medida, por lo que podria ser este mas sensible en las longitudes de onda de emision

de la rodamina que en las de la fluoresceina.
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5.2 Caracterizacion de los nano-hidrogeles

52.1 FTIR
Con el fin de comprobar que los productos de las reacciones fueron los deseados se

realizan espectros de infrarrojo. Los resultados se muestran en las siguientes graficas.
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Gréfica 9: Espectro de IR del alginato de sodio y el producto de sintesis de su oxidacién (OALG)

La oxidacion del alginato se justifica con el aumento de la banda de estiramiento
simétrico del enlace C=0 a 1600 cm™, ya que, al oxidarse, los alcoholes secundarios
presentes en la molécula se transforman en grupos carbonilo que participan en esa

vibracion del enlace y hacen que la banda aumente su intensidad.?”?3

31



IR OALG/OALG-CIS/mPEG-OALG-CIS

100

90

80

70

Transmitancia

50

40
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

v (cm™1)

OALG ——OALG-CIS ——OALG-mPEG-CIS

Gréfica 10: Espectros de IR del OALG y los productos de las modificaciones con cistamina
(OALG-CIS) y del recubrimiento y posterior modificacion con cistamina (OALG-mPEG-CIS)

Como se observa en el espectro, la banda correspondiente al estiramiento de los
enlaces -NH- de la unién amida (3500-3000 cm™) aumenta en los casos de los hidrogeles
de ALG-CIS, lo cual demuestra que la cistamina se ha entrecruzado con el alginato dando
lugar a la formacion de enlace amida. Cabe destacar que en el caso del hidrogel recubierto
y modificado con cistamina (OALG-mPEG-CIS) el pico es mas intenso. Esto concuerda
con lo esperado, dado que la presencia de mPEG-NH: en el gel se traduce en un mayor
numero de enlaces tipo amida, los correspondientes a OALG-mPEG y OALG-CIS (ver

llustracion 14).272
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Graéfica 11: Espectros de IR del OALG y el producto de reaccion de la sintesis del entrecruzamiento
de etilendiamina con el hidrogel de alginato

En este caso ocurre lo mismo, la banda correspondiente al estiramiento de los enlaces

-NH- aumenta, por lo que se demuestra que la etilendiamina se ha entrecruzado con el

alginato.?”?

5.2.2 DLS

Las muestras para la caracterizacion por DLS se presentaron dispersas en agua MilliQ,

y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13: Radio hidrodindmico de los distintos tipos de hidrogeles

Encapsulacion de

Encapsulacion de

] ) OALG- | OALG- _ _
Tipo de hidrogel rodamina en rodamina en
ETA CIS
OALG-ETA OALG-CIS
Radio
hidrodinamico 864,0 783,1 557,4 377,0
(hm)
Pdl 0,667 0,612 0,563 0,411
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Como se puede apreciar, los valores de radios hidrodinamicos varian mucho de los
hidrogeles sin encapsular entre ellos, y cuando se encuentran encapsulando la molécula
modelo. Esta diferencia de tamario entre los encapsulados y libres puede deberse a que en

presencia del fluoroforo la capacidad de hinchamiento disminuye y por tanto su radio

hidrodinamico también.

Un parametro importante a evaluar es el parametro Pdl, que indica la polidispersion
de las particulas en suspension. Cuanto mas cercano a 1 sea, menor indice de
polidispersion tendra la particula. En este caso, los valores obtenidos no son cercanos al
valor ideal, lo que indica que los hidrogeles son muy polidispersos. A modo de ejemplo,
se presenta a continuacion la distribucion de tamafio en funcion del nimero de particulas

con ese tamafio del hidrogel OALG-ETA con rodamina encapsulada.

Distribucion de tamaifio en funcion del nimero de particulas
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. . f'.|
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Gréfica 12: Distribucién de tamafio en funcion del nimero de particulas con ese tamafio del
hidrogel OALG-ETA con rodamina encapsulada

Cada pico de la gréafica corresponde a una medida de la muestra, ya que se realizan 3
medidas y se promedian. Como se puede ver, se justifica que la polidispersion de las

particulas es grande debido a su distribucién de manera desigual desde los 60 nm hasta

los 300 nm aproximadamente.
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523 TEM
Los hidrogeles se caracterizaron también por microscopia de transmision electrénica

operando a su aumento maximo, x300000.

El tamafio de particula para todos los hidrogeles, tanto los encapsulados como los que
se encontraban sin encapsular y los que fueron recubiertos, fue menor a 50 nm, por lo que
la terminologia de nano-hidrogel es correcta. Las figuras 16 a 18 recogen algunas de las

iméagenes obtenidas por TEM para los distintos hidrogeles.

g

llustracion 16: Imagen del TEM de los hidrogeles OALG-CIS

llustracion 17: Imagen del TEM de los hidrogeles OALG-ETA encapsulando rodamina

lustracion 18: Imagen TEM de los hidrogeles OALG-mPEG-CIS
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Se puede apreciar una gran diferencia entre los didmetros obtenidos por esta técnica
con respecto a los obtenidos por DLS. Dicha diferencia se debe al hinchamiento de los
hidrogeles en disolucion y a que el DLS mide el didmetro hidrodindmico que, en

principio, es superior al de la particula seca, tal como se aprecia en TEM.

5.3 Estudio comparativo de la capacidad de liberacion y encapsulacion

de los nano-hidrogeles

5.3.1 Ensayos de encapsulacion
La encapsulacién de la rodamina se siguié mediante espectrofotometria tal como se

describe en el apartado 4.4.4.

Encapsulaciones
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0
500 520 540 560 580 600

A (hm)

Gréfica 13: Espectros de absorcién de la rodamina de partida y del sobrenadante tras las
encapsulaciones

Como se aprecia, existe una disminucion de la absorbancia de los sobrenadantes de
las encapsulaciones con respecto a la disolucion de rodamina inicial, por lo que se

confirma que la rodamina esta encapsulada en el nano-hidrogel.

Para determinar de manera aproximada la cantidad de rodamina encapsulada se

realizd un calibrado de la molécula modelo. Los resultados se muestran a continuacion.
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Tabla 14: Concentraciones empleadas en el calibrado de la rodamina para determinar la
encapsulacion de esta en los hidrogeles

o esea
C (mol/L) Abs
1,87E-05 1,16
1,87E-06 0,12
3,74E-06 0,24
5,61E-06 0,33
9,35E-06 0,60

Calibrado encapsulacion rodamina v =62074x + 0.0013
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Gréfica 14: Recta de calibrado de la encapsulacién de rodamina

Tabla 15: Rodamina encapsulada por cada nano-hidrogel

. Csobrenadante Creal Cencapsulado Encapsulado
Nano-hidrogel | Abs
(mol/L) (mol/L) (mol/L) (mol rod/ g gel)
OALG-ETA [043| 6,92E-06 | 6,92E-04 | 1,17E-03 5,53E-04
OALG-CIS |0,39 | 6,29E-06 | 6,29E-04 | 1,24E-03 5,24E-04
OALG-mPEG-
CIs 0,40 | 6,37E-06 | 6,37E-04 | 1,23E-03 2,56E-03

Los valores obtenidos de encapsulado son muy similares, siendo los més altos para
los nano-hidrogeles OALG-mPEG-CIS, por lo que se podria pensar que la presencia de

la cadena recubridora (MPEG-NH,) facilita la encapsulacion. Este hecho podria deberse
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a las posibles interacciones de enlace de hidrégeno y electrostaticas entre la rodamina y
la cadena recubridora sumadas a la encapsulacién por si misma, que se debe a reacciones

base de Schiff entre los grupos amino de la rodamina y los grupos aldehido del OALG.®

5.3.2 Seguimiento de la liberacién mediante espectrofluorimetria

Los ensayos de liberacion se llevaron a cabo tal como se indica en el apartado 4.6. Se
evaluo la capacidad de liberacion en funcion del tiempo mediante medidas fluorimétricas.
Los resultados obtenidos se muestran en las gréficas siguientes.

Liberaciones hasta 300 minutos
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Gréfica 15: Liberaciones de los nano-hidrogeles en funcién del tiempo. Las primeras medidas de
realizaron cada 10 minutos y las Ultimas cada 30 minutos

Liberaciones 24, 48 y 72 horas
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Gréfica 16: Liberaciones de en funcion del tiempo a las 24, 48 'y 72 horas
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Como se aprecia en las gréaficas, en todos los ensayos existe liberacion al pH
fisioldgico, ya que en los primeros minutos la intensidad de fluorescencia de la disolucion
exterior aumenta, indicando de que hay rodamina dializando al exterior y por tanto
liberandose del encapsulado. También se observa que, en el caso del hidrogel OALG-
mPEG-CIS, la sefial comienza a disminuir a partir de los 180 minutos, sugiriendo la
liberacion completa de la rodamina. Lo mismo ocurre con el gel OALG-ETA y OALG-
CIS a partir de las 24 horas.
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. CONCLUSIONES

% Se han sintetizado nano-hidrogeles de alginato modificados con cistamina y

etilendiamina, cuya estructura se ha confirmado mediante FTIR

X/
°

La encapsulacion de las moléculas modelo fue exitosa al pH de sintesis
solamente en el caso de la rodamina, siendo el mejor encapsulador el hidrogel
de cistamina recubierto (OALG-mPEG-CIS)

%+ Con los tres tipos de nano-hidrogeles de alginato modificados se consigue la

liberacion de la molécula modelo

% La liberacion mas rapida (3 horas) sucede con el hidrogel de alginato
modificado con cistamina y recubierto con mPEG-NH2 (OALG-mPEG-CIS)
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