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RESUMEN

Introduccién: el glaucoma es considerado como la segunda causa de ceguera en el
mundo. El desarrollo de alternativas que brinden una mejor calidad de vida ha sido
uno de los propésitos mas importantes en el campo de las ciencias farmacéuticas.
Los nanogeles debido a su alto contenido de agua y tamafio nanométrico son una
alternativa adecuada para la administracién ocular. Objetivo: disefiar un prototipo
de nanogeles a base de gelatina mediante el método emulsién-gelacién para la admi-
nistracién ocular de latanoprost, que fueron caracterizados por su tamano y distri-
bucién de tamafios, capacidad de sorcidn, eficiencia de carga, propiedades viscoelds-
ticas, isotonicidad y citotoxicidad. Resultados: se obtuvieron nanogeles con un
tamano entre 225 a 874 nm, un rendimiento entre 16-30%, una capacidad de sorciéon
entre 22-46% y una eficiencia de carga del 58%. Adicionalmente, estos sistemas se
ajustan a una cinética Korsmeyer Peppas. Las propiedades reoldgicas muestran un
comportamiento viscoeldstico con flujo pseudopldstico recomendable para lograr
una residencia controlada en la conjuntiva y esclerética del ojo. Los nanogeles obte-
nidos no fueron citotdxicos para fibroblastos ¢ isoténicos. Conclusiones: los resul-
tados obtenidos indican que los nanogeles con latanoprost son una alternativa en el

tratamiento del glaucoma.
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SUMMARY

Contribution to the development of a nanogel for the controlled
release of latanoprost

Introduction: Glaucoma is considered the second cause of blindness in the world. The
development of alternatives that provide a better quality of life has been one of the most
important purposes of pharmaceutical sciences. Due to their high-water content and
nanometric size, nanogels are a suitable alternative for ocular administration. Aim: To
design a prototype gelatin-based nanogel using the emulsion-gelation method for the
ocular administration of latanoprost, characterized by their size and size distribution,
sorption capacity, loading efficiency, viscoelastic properties, isotonicity, and cytotox-
icity. Results: Nanogels with a size between 225 and 874 nm, a yield between 16-30%,
a sorption capacity between 22-46%, and loading efficiency of 58% were obtained.
Additionally, these systems conform to Korsmeyer-Peppa’s kinetics. The rheological
properties show a viscoelastic behavior with a pseudoplastic flow that is recommended
to achieve a controlled residence in the conjunctiva and sclera of the eye. The nano-
gels obtained were not cytotoxic for fibroblasts and were isotonic. Conclusions: The
results obtained indicate that nanogels with latanoprost are an alternative in the treat-

ment of glaucoma.

Keywords: Glaucoma, nanogel, latanoprost, controlled release, ocular administration.

REsumMmoO

Contribuicao para o desenvolvimento de um nanogel para
liberagao controlada de latanoprost

Introdugio: o glaucoma ¢ considerado a segunda causa de cegueira no mundo. O
desenvolvimento de alternativas que proporcionem uma melhor qualidade de vida
tem sido um dos propdsitos mais importantes no campo das ciéncias farmacéu-
ticas. Devido ao seu alto teor de 4gua e tamanho nanométrico, os nanogéis sio uma
alternativa adequada para administragio ocular. Objetivo: projetar um protétipo
de nanogel 4 base de gelatina usando o método de emulsao-gelificacio para admi-
nistragio ocular de latanoprost, que foram caracterizados por tamanho e distri-
bui¢ao de tamanho, capacidade de sor¢io, eficiéncia de carregamento, propriedades
viscoeldsticas, isotonicidade e citotoxicidade. Resultados: nanogéis com tamanho

entre 225 a 874 nm, rendimento entre 16-30%, capacidade de sor¢io entre 22-46% ¢
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eficiéncia de carga de 58% foram obtidos. Além disso, esses sistemas estao em confor-
midade com a cinética de Korsmeyer Peppas. As propriedades reoldgicas mostram
um comportamento viscoeldstico com fluxo pseudopldstico que ¢ recomendado
para alcangar uma residéncia controlada na conjuntiva e esclera do olho. Os nano-
géis obtidos foram nio citotdxicos para fibroblastos ¢ isotdnicos. Conclusdes: os
resultados obtidos indicam que os nanogéis com latanoprost sio uma alternativa no

tratamento do glaucoma.

Palavras-chave: Nanogel, gelatina, latanoprost, emulsio-gelificacao, glaucoma.

INTRODUCCION

El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa del nervio éptico, que representa
un importante problema de salud publica a nivel mundial, ya que, es considerada como
la segunda causa principal de ceguera en el mundo [1]. Actualmente, se encuentran
alrededor de 78 millones de personas con esta patologia y se estima que este numero
llegard a 111.8 millones para 2040 [1]. En Colombia, a través de algunos estudios se
ha detectado que mas de 2.300.000 de personas presentan dicha patologia, en donde,
alrededor de 50% de ellos no lo saben [2].

Su tratamiento principalmente es manejado con gotas oftalmicas de principios activos
hidréfobos como lo son los andlogos de prostaglandinas donde se encuentran el bima-
toprost y latanoprost, los cuales son usados como farmacos de primera linea debido a
que presentan una mayor capacidad en la reduccién de la presién intraocular entre un
28-33% [3]. Sin embargo, estos firmacos presentan una gran limitacién a nivel comer-
cial, debido a que el 90% de las formulaciones oftalmicas comercializadas son formas
farmacéuticas liquidas de liberacién inmediata [4], y tan solo hay sistema de implante
de bimatoprost aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA
por sus siglas en inglés) en el 2020; no obstante, estas formas presentan un gran desafio
en cuanto a la barrera fisiol6gica y al alto recambio del liquido lagrimal, lo que limita
el tiempo de retencidn del firmaco, ademds de que el uso crénico requiere de sistemas
multidosis con agentes conservantes, que se asocian con un aumento de la toxicidad y
de los efectos adversos (irritacion, fotofobia o ardor por su aplicacién diaria) afectando
la eficacia terapéutica y una baja adherencia del paciente al tratamiento [3].

En los ultimos veinte afos las publicaciones y citas sobre investigaciones relacionadas
con la administracién ocular de firmacos aumentaron un 746,15%, evidenciando las
tendencias actuales, los patrones de colaboracién global, los puntos criticos de inves-
tigacion y las fronteras emergentes en este tema, donde la administracién ocular de
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firmacos para el tratamiento de glaucoma se encuentra dentro de las principales lineas
de investigacién [5].

Por lo tanto, surge la necesidad de buscar nuevas estrategias para administrar principios
activos con una liberacién controlada, para reducir los intervalos de administracién,
reduciendo los costos del tratamiento y mejorando la adherencia de los pacientes al tra-
tamiento. Los nanogeles son sistemas de administracién, que ofrecen grandes ventajas
como: una mayor biodisponibilidad, liberacién controlada, mejor adherencia y una
reduccién de los efectos adversos al ser sistemas mds amigables y biocompatibles [4].

De acuerdo con lo anterior, se propuso el diseio de un nanogel a base de polimeros
naturales como la gelatina por su buena biocompatibilidad, biodegradabilidad y bajo
costo, mediante el método de emulsidn-gelacion, en el cual, se variaron las condiciones
que afectaron el tamafio de particula como la cantidad de fase acuosa y tensoactivo, el
porcentaje de amplitud de onda, el tiempo de homogenizacién por sonda ultrasénica,
el tiempo y revoluciones de agitacion.

METODOLOGIA

Materiales

Gelatina tipo B, glutaraldehido 25% (GTA), monooleato de sorbitan 80 y dimetilsul-
féxido empleados fueron marca SIGMA-ALDRICH. Medio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), suero fetal bovino, antibiéticos, vitaminas,
MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazoliun bromuro) y PBS para los
ensayos de citotoxicidad fueron marca GIBCO. Otros reactivos empleados fueron
de grado analitico.

Preparacion de Nanogeles

Los nanogeles fueron preparados modificando la metodologia emulsificacion-gela-
cién descrita por Jiménez ez al. [6]. Se prepararon dispersiones de gelatina en agua
purificada a una concentracién final de 2,5% p/p con 0,1% p/p de glutaraldehido a
70 °C por 10 minutos con agitacién magnética 500 rpm hasta la dispersién total de la
gelatina. Posteriormente, 10 mL de cada dispersion fue adicionada lentamente sobre
40 mL de la fase oleosa compuesta de aceite mineral con un 10% de monooleato de
sorbitédn 80, esta mezcla fue homogenizada empleando una sonda ultrasénica (60 Hz
con una amplitud del 50%) por 10 min, en un bafo de hielo para favorecer la gelaciéon
de las particulas [6], seguido de agitacién magnética constante por 1 hora a 1400 rpm.
Finalmente, la emulsién formada fue almacenada a 4 °C por 24 horas hasta la gelacién
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total de los nanogeles, que fueron purificados por centrifugacién (1850 x g/ 30 min) y
lavados con mezclas etanol: agua 1:1. Se elaboraron tres lotes de nanoparticulas.

Incorporacion de latanoprost en los Nanogeles

La incorporacion del latanoprost en los nanogeles se realizé mediante sorcién [6] de
una solucién saturada del principio activo (0,0129 mg/mL) sobre los nanogeles por
12 horas. Posteriormente, se retird el exceso de soluciéon de latanoprost y los nano-
geles cargados fueron almacenados a 4 °C. Fueron cargados tres lotes independientes
de nanoparticulas. Los pesos iniciales y finales de los nanogeles fueron tomados para
determinar la capacidad de sorcién de los nanogeles.

Liberacién In vitro de latanoprost

Para el estudio de liberacién iz vitro de latanoprost se tomaron 100 mg de nanogeles
cargados en tubos eppendorf con 1 mL del medio de liberacién (buffer de fosfatos con
pH 7,4). Se colocaron las muestras en un agitador orbital a 100 rpm a 37 °C. A diferen-
tes tiempos (1, 24, 48,72, 96, 168 h) se tomaron los sobrenadantes y el latanoprost fue
cuantificado por UV-Vis.

Cuantificacién de latanoprost

El porcentaje de latanoprost liberado, se determiné empleando un Espectrofotdmetro
GENESYS 10S UV-Vis a una longitud de 210 nm [7]. Se construyé una curva de cali-
bracién con concentraciones de 0, 2,0, 4,0, 6.0, 8,0 y 10,0 ug/mL de latanoprost.

Eficiencia de carga

La eficiencia de carga de las nanogeles se determiné mediante la siguiente ecuacién:

Y%EE = Cantidad de lanatoprost en el nanogel x100%

Cantidad de lanatoprost adicionada en la elaboracién del nanogel

Cinética de liberaciéon de farmacos

La cinética de liberaciéon de latanoprost, los datos obtenidos en la liberacién in vitro
se ajustaron a diferentes modelos cinéticos: Orden Cero (2, - m = K,), primer orden
(logm =logm, - K, /2,303), modelo Korsmeyer-Peppas (2, - (m2 / m,) = K¢* y modelo
Higuchi (72, - m = K#'/*) donde  es la cantidad de firmaco restante en la formulaciéon
en el momento ¢y m, es la cantidad inicial del firmaco en la formulacién. Con los
valores del coeficiente de correlacién (R)? se encontré el modelo que més se ajusta a la
liberacién obtenida.
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Andlisis de espectrometria infrarroja con transformada de Fourier con reflectancia
total atenuada (ATR-FTIR)

Se realiz6 ATR-FTIR en un espectrometro ALPHA II BRUKER en un rango de

4000-650 cm™ con 25 escéneres por muestra.
Microscopia optica

El tamano de los nanogeles obtenidos cargados y sin cargar se estudié mediante micros-
copia dptica usando un microscopio invertido Primo Vert en 40x acoplado a un Soff-
ware ZEN lite. Para cada réplica se analizaron 200 didmetros de particulas diferentes
con ayuda del programa Image]. Para cada lote se determind la distribucién de tamano
de particula y el indice de polidispersion (PdI), empleando la siguiente ecuacién:

2
Pdl =| =
2a
donde, o corresponde a la desviacién estandar y 2 corresponde a la media del didmetro
de las nanoparticulas.

Pruebas reoldgicas

El comportamiento viscoeldstico se estudié empleando hidrogeles de gelatina. Disper-
siones de gelatina en agua purificada a diferentes concentraciones (2,5% y 5% p/p)
con 0,1% p/p de glutaraldehido a 70 °C con agitacién magnética (400 rpm / 10 min)
fueron preparadas. Posteriormente, cada dispersion fue servida en moldes de plastico
que fueron almacenados a 4 °C por 24 horas hasta la gelacién del hidrogel. Las pro-
piedades viscoel4sticas se evaluaron en un reémetro oscilatorio Anton Paar equipado
con una geometria placa / placa bajo condiciones de frecuencia constante (1Hz), un
rango de deformacion entre 0,01 a 100% y un rango de tasa de corte entre 0 a 100 s
a temperatura ambiente [8]. Para el registro y andlisis de los datos se utilizé el soffware

RheoCompass.

Ensayo de Citotoxicidad

La evaluacién de la reactividad bioldgica in vitro de los nanogeles fue realizada de
acuerdo con lanorma ISO-10993-5 [9]. Fibroblastos L929 fueron cultivados en medio
DMEM, suplementado con suero fetal bovino al 10%, antibi6ticos y vitaminas, en
cajas de cultivo de 96 pozos, a una densidad de 10° células por pozo, durante 24 horas,
a 37 °C y 5% CO,. Extractos de los nanogeles en solucién salina estéril 0,9% a una
concentracién de 0,2 g/mL fueron incubados por 24 horas. Después de la incubacién,
100 pL del sobrenadante fueron colocados sobre los fibroblastos y cultivados durante

1044



Aporte al desarrollo de un nanogel para la liberacién controlada de latanoprost

24 horas, a 37 °Cy 5% CO,. La viabilidad celular fue determinada empleando MTT'y
cuantificado por UV-Vis a 560 nm.

Osmolaridad

Se empled un osmémetro FPOSM- V2.0 para determinar la osmolaridad de diferentes
dispersiones de nanogeles en agua purificada (0,1%, 0,5% y 1,0%).

RESULTADOS Y DISCUSION

La administracién ocular de firmacos para el tratamiento de enfermedades créni-
cas degenerativas presenta una serie de desafios desde el punto de vista del disenio
de sistemas de entrega. Para el caso de enfermedades del globo ocular, estos deben
ser biocompatibles con la conjuntiva y tejidos circundantes, permitir la liberacién
controlada para reducir los efectos secundarios indeseados y ser econémicos para
favorecer el acceso a este tipo de tratamientos. Los geles a escala micro y nano son
una alternativa para desarrollar sistemas de entrega compatibles debido a su alto con-
tenido de agua [10] y facilidad de escalamiento. Nosotros, propusimos el desarrollo
de un sistema de entrega ocular para la liberacién de latanoprost biocompatible, de
bajo costo y de fécil transferencia tecnologfa a la aplicacién clinica, a partir de un
polimero derivado del colageno, principal componente de la matriz extracelular de
tejidos blandos, econémico y biocompatible.

Preparacién de nanogeles

El método de preparacién emulsificacion-gelacién es ampliamente utilizado para la
obtencién de tamafos micro y nanométricos, debido a su ficil manejo y altos rendi-
mientos [6]. Sin embargo, existen diferentes factores que afectan el tamano y eficiencia
tanto de la estructura como la encapsulacion de los fairmacos en los nanogeles, como
el polimero seleccionado, su viscosidad, relacién de fases (acuosa-oleosa) y método de
homogeneizacién [6]. La Tabla 1 muestra las condiciones utilizadas para la estandari-
zacion del tamano de particulas para la obtencién de los nanogeles con mejores propie-
dades y tamaro.

Los pardmetros de proceso que més influyeron en la obtenciéon de tamanos nanométri-
cos fueron las concentraciones de gelatina y de tensoactivo, la amplitud de sonicacién
(energia) y agitacion.

Una mayor concentracién de polimero favorece un mayor tamafo de particula y efi-
ciencia de encapsulacién, debido a la rapida solidificacion de las particulas, ademds de
un aumento en la viscosidad, lo cual, reduce la porosidad de estos sistemas [11]. Al dis-
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minuir la concentracidn de gelatina al 2,5 % se logré un menor tamano de particula, sin
embargo, asi mismo se obtuvieron bajas eficiencias como se observa en el anexo 4 del
material suplementario. La mayor concentracion de tensoactivo favorece a reducir el
crecimiento de gota de la fase interna -fenédmeno de Oswald- presente en estos sistemas

heterodispersos, y reducir de esta forma el tamano de la particula [12].

Tabla 1. Condiciones para la estandarizacién de nanogeles de gelatina.

Condicién 1

Condicién 2

Condicién 3

Condicién Final

Fase W: 0,5 gde
gelatinacon 9,52 g
deaguay 37,7 uL de
GTA

Monooleato de
sorbitdn 5 %
Sonicacion 30 % de
amplitud / 10 min
Agitacién 1140 rpm
por 1 hora
Didmetro de
particula: 27-5 um

Fase W: 0,5 gde
gelatina con 9,52 gde
aguay 37,7 uL de GTA
Monooleato de
sorbitdn 5 %
Sonicacién 50 % de
amplitud / 10 min
Agitacion 1400 rpm
por 1 hora

Didmetro de particula:
11-2 ym

Fase W: 0,5 gde
gelatinacon 9,52 g
deaguay 37,7 uL de
GTA

Monooleato de
sorbitin 10%
Sonicacién 50 % de
amplitud / 10 min
Agitacion 1400 rpm
por 1 hora
Didmetro de
particula: 612 nm -

3 um

Fase W: 0,25 gde
gelatina con 9,8 gde
aguay 37,7 uL de
GTA

Monooleato de
sorbitan 10%
Sonicacién 50 % de
amplitud / 10 min
Agitacién 1200 rpm
por 1 hora
Didmetro de
particula:

225-860 nm

Por otra parte, la homogeneizacién por sonda ultrasénica -es un método de alta ener-
gia- permite superar las limitaciones de viscosidad para dispersar la fase interna de la
emulsién en pequefias gotas de tamafo nanométrico que forman los nanogeles tras la
reticulacion con el GTA a bajas temperaturas [13], razén por la cual se seleccion6 una
amplitud de 50% en 10 min [14].

Estudio del tamano de nanogel mediante Microscopia éptica

El tamano nanométrico de las particulas obtenidas es un pardmetro de suma importan-
cia, ya que, favorece la administracién de firmacos a nivel oculares debido a que ayudan
a minimizar la irritacion en el tejido ocular, disminuyen la visién borrosa y mejoran la
permeacién ocular [15].

En la Figura 1A se puede observar las nanoparticulas vistas por microscopio y la distri-
bucién de tamaiio de los nanogeles (Figura 1B). Se obtuvieron nanogeles con una baja
dispersién en la distribucién de tamano, con indices de Polidispersién (PdI) de 0,025,
0,010y 0,011 respectivamente, con una media de 0,015. Estos resultados son adecua-
dos para la administracidn de estos sistemas en el ojo, ya que, se reporta que ¢l tamano
adecuado para no generar molestias en los ojos son particulas hasta 10 um [16].
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= . = Replical
------ Replica 2
Replica 3

Diédmetro de las nanoparticulas

Figura 1. Tamafo y distribucién de los nanogeles. Figura 1A. Imagen de microscopia éptica de los

nanogeles. Figura 1 B. Grafica de distribucién de tamafo de las réplicas de los nanogeles.

Rendimiento de los nanogeles

Se obtuvieron rendimientos del 30,21 y 16 % del proceso de obtencién de nanogeles.
Estos porcentajes son bajos para los nanogeles desarrollados por un método de alta
energfa como la Sonicacién, el cual es favorable para la obtencién de nanoparticulas
con mayores rendimientos [13]. Sin embargo, estos resultados se atribuyen al com-
plejo proceso de purificacion, en donde se requieren largos tiempos de centrifugaciény
extensivos lavados para lograr una buena separacién de las fases y asi lograr la elimina-
ci6n total de la fase oleosa sin presentar pérdida de la fase acuosa [17].

Estudio de liberacion in vitro de latanoprost

La figura 2 muestra el perfil de liberacién iz vitro de latanoprost. Se observé una libera-
cién sostenida del activo durante los primeros ochos dias. Siendo, més rapida las prime-
ras 48 horas (mayor pendiente de la grafica) y luego se observé una liberacién mas lenta
hasta el octavo dia del ensayo. Tan solo el 15% de la cantidad total de latanoprost car-
gado en los nanogeles fue liberado. El firmaco remanente puede ser liberado a medida
que los nanogeles se degraden [18].

— @ —Replical --®--Replica2 ——@— Replica3

%Acumulado de farmaco liberado
e

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tiempo ( Horas)

Figura 2. Estudio de liberacion iz vitro de latanoprost. La flecha indica el cambio de velocidad de

la liberacién.
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Cinética de liberacién

Las diferentes cinéticas de liberacion 7z vitro de latanoprost se observan en el anexo 2
del material suplementario. El modelo con mejor R? fue el modelo Korsmeyer Peppas
(Tabla 2). Este modelo describe el mecanismo de liberacién controlada en sistemas
poliméricos que presentan hinchamiento [19]. Por lo cual, se puede inferir que los
nanogeles funcionan como sistemas de liberacion controlada por la relajacién de las
cadenas poliméricas que permite generar la penetracién del medio de disolucién en la
matriz, formando poros y erosiondndola, la cual, mediante el proceso de difusidn hace
que el firmaco se liberé constantemente [20].

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de los modelos cinéticos ajustados al perfil de libe-
racién nanogeles.

Korsmeyer-Peppas

Lote  Orden cero (R?)  Primer orden (R?) Modelo de Higuchi (R ?) (R?)

1 0,965 0,636 0,981 0,994
2 0,966 0,648 0,977 0,987
0,943 0,662 0,962 0,951

Eficiencia de Carga

El método de sorcién del principio activo permitié obtener una eficiencia de carga entre
46- 58%, la cual, es representativa teniendo en cuenta los bajos rendimientos y capacidad
de carga que se obtuvieron en los nanogeles, debido a la concentracién de gelatina y su
efecto en las propiedades viscoeldsticas. Ademas, se ha encontrado en la literatura que la
eficiencia de carga para estos sistemas puede ser baja, dependiendo del material, concen-
tracién o agente reticulante empleado [16]. Por ejemplo, se ha reportado en la literatura
que un sistema hibrido de nanoparticulas de gelatina-HPMC para administrar firmacos
agentes reductores de la PIO (Presién intraocular) tuvieron una eficiencia de carga del
58,7 + 3,8 % [21]. Por otra parte, Cheng y su equipo realizaron un hidrogel de quito-
sano/gelatina/fosfato de glicerol para la liberacién sostenida de latanoprost, obteniendo
como resultado una eficiencia de carga del 67,72 + 4,25% [22].

Espectros FT-IR

La Figura 3 muestra el espectro FT-IR de los nanogeles, se observan senales repre-
sentativas como la senal en 3278 cm”, el cual se asocia al enlace N-H de los grupos
amina libres en los terminales de la estructura de gelatina libres que no reaccionaron
con el glutaraldehido. Las senales en 2925 cm™y 2863 c¢m™!, corresponden a vibracio-
nes del enlace C-H que estd presente a lo largo de la cadena de gelatina. La tensién en
1627 c¢m corresponde a las vibraciones del enlace C=0 que se asocia a residuos de
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glutaraldehido que quedaron sin reaccionar, asi como la sefal en 1526 cm™ correspon-
diente a vibraciones del enlace C=N que esta directamente relacionado con la reaccién
de entrecruzamiento formando el grupo imina [23].

Los espectros infrarrojos de las nanoparticulas cargadas con latanoprost (material
suplementario anexo 3) no mostraron senales nuevos o eliminacién de alguno de los
anteriormente descritos. Indicando que los nanogeles son sistemas prometedores para
la incorporacién de latanoprost al no presentar problemas de interaccion o inestabili-
dad quimica con la composicidn del sistema (Gelatina).

=
Y s
=1
S =
E ¥| M Gelatina
§ *| M Hidrogelal 2,5%
ISE | Hidrogcl al 5%
°| M Hidrogel sin GTA
| ¥
& & 82 g

3500 3950 2400 2300 3000 2490 2600 32400 2300 3000 woo “coo [

Wavenumber cm™!

Figura 3. Espectro FT-IR de hidrogeles sin latanoprost. Las flechas muestran las sefiales més repre-

sentativas.

Pruebas Reoldgicas

Las propiedades reoldgicas de estos sistemas son importantes, pues brindan informa-
cién sobre el comportamiento del material, su estabilidad en el tiempo y por tanto su
vida util [24]. Se encontré que estos sistemas presentan una viscosidad tipo viscoelds-
tico, en la cual a medida que aumenta la tasa de corte va disminuyendo la viscosidad
[25], como se observa en la Figura 4, lo cual, es favorable para la administracién y esta-
bilidad de estos sistemas en el ojo.

La figura 4, muestra que la viscosidad es mayor en los hidrogeles con GTA en compara-
cién con el hidrogel sin GTA (color rojo en 2,5% y verde en 5%), lo cual, indica que la
reticulacidn favorece el aumento de la viscosidad haciendo mds estables estos sistemas
[26]. Por otra parte, se obtuvo con las graficas una viscosidad general para cada hidrogel

de 1879, 6 mPa-s para los hidrogeles de 2,5% y 2110,3 mPa-s para los de 5%.
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Figura 4. Propiedades viscoel4sticas de los hidrogeles. A. Viscosidad (mPa-s) en funcién de la tasa de

corte de los hidrogeles al 2,5 %. B. Viscosidad en funcién de la tasa de corte de los hidrogeles al 5 %.

Los médulos de pérdida y almacenamiento de energia de los hidrogeles se observan
en la figura 5. Se observé un comportamiento similar en cada réplica iniciando con
un médulo de almacenamiento G’ (componente eldstico) mayor hasta cierto punto
donde hay un cambio y el gel empieza su tendencia a ser un material viscoeldstico al
aumentar el médulo de perdida (comportamiento viscoso). De igual manera, se observa
como al incrementar la concentracién de gelatina hay un aumento (hasta 715 Pa) en el
mddulo de almacenamiento en comparacién con los hidrogeles al 2,5% que presenta
un méaximo de 200 Pa. Mientras que ocurre lo contrario para el médulo de perdida [6].

Por otra parte, se evidencia un punto de cruce definido en cada una, indicando el punto
donde G" y G” asumen el mismo valor, el cual, es representativo de un gel con propie-
dades viscoeldsticas. De esta manera, se analiza de la figura SA que los hidrogeles carga-
dos con el principio aumentaron el porcentaje de deformacién en que se encontraba el
punto de gel viscoeldstico, mientras que en la Figura 5B se observa como los hidrogeles
al 2,5% de gelatina mostraron una disminucién en el porcentaje de deformacién en un
con respecto a los hidrogeles sin principio, concluyendo que la incorporacién de lata-
noprost tiene un mayor impacto sobre las propiedades viscoeldsticas en hidrogeles con
concentraciones menores, ya que, s¢ va a requerir una menor deformacién para lograr
esta propiedad viscoelastica que favorece la administracion de firmacos oculares [27].
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Figura S. Propiedades viscoeldsticas de los hidrogeles. A. Mddulo de almacenamiento G’y pérdida
G” de hidrogeles al 2,5%. B. Médulo de almacenamiento G y pérdida G” de hidrogeles al 5%.

Osmolaridad

Las dispersiones nanogeles cargados a las diferentes concentraciones presentaron una
osmolaridad de 262,4 a 285,0 mEq/g. Estos resultados se encuentran en los rangos
permitidos para sistemas de administracién ocular, reduciendo el riesgo de lisis celular

e irritabilidad tisular [28].

Citotoxicidad

Los nanogeles sin carga y cargados con latanoprost mostraron valores de viabilidad
celular superiores al 90%. Estos resultados sugieren que el método de elaboracién, puri-
ficacién y carga con latanoprost no dejé residuos tdxicos.

CONCLUSION

En este estudid se logré la optimizacién de las condiciones de elaboracién para un pro-
totipo de nanogel mediante el método emulsificacién-gelacién, evidenciando que las
variables mds significativas en la obtencién de tamanos nanométricos son las concen-
traciones de gelatina y tensoactivos empleados, igualmente la amplitud y tiempo de
agitacion por sonda ultrasonica. Con estas variables de procesos definidas, se pudie-
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ron obtener nanogeles cargados con latanoprost, un tamano y distribucién de tamaio,

viscoelasticidad y reactividad bioldgica iz vitro (citotoxicidad y osmolaridad) para ser

administrados por via ocular.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Anexo 1. Curva de calibracién para la cuantificacion de latanoprost
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Anexo 2. Perfiles de liberacién iz vitro ajustadas a las diferentes cinéticas de liberacidn. (1a) Orden

cero, (1b) Primer orden, (1c) modelo de Higuchiy (1d) modelo de Korsmeyer-Peppas.
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Anexo 3. Espectro IR de los nanogeles cargados con latanoprost.
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Anexo 4. Tabla resumen de las caracteristicas obtenidas en cada réplica de nanogel.
Lo _ .. . %
Réplica Tamafio (nm) PdI %Rendimiento % Eficiencia de carga .,
Sorciéon
1 225-860 0,025 30 58 46
2 293-874 0,010 21 55 37
3 294-864 0,011 16 46 22
Desviacidn NA 0,015 7 6 12
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