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RESUMEN

En este proyecto se estudié la sintesis y propiedades de nanogeles
constituidos de un nucleo entrecruzado por un copolimero de PEGMA vy

acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB).

El acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB), se sintetiz6 mediante un
método previamente reportado. Para la sintesis de nanogeles de MAOB-
PEGMA se utiliz6 un método de polimerizacion en emulsion sin detergente
con diferentes proporciones de entrecruzantes EGDMA o DVA. En un
experimento tipico, MAOB, PEGMA, y el entrecruzante se mezclaron con
las cantidades apropiadas. Se obtuvieron nanogeles monodispersos con
diametro hidrodinamico entre los 160-350 nm, todas con una sola
distribucion de tamafios. Para la caracterizacién de las nanoparticulas, se
midié el diametro hidrodinamico de las nanoparticulas mediante DLS
utilizando un Zetasizer Nano NS. El contenido del MAOB incorporado en
las nanoparticulas de MAOB se determind mediante titulaciones acido-
base. Se utilizaron técnicas de caracterizacion para identificar las
propiedades y morfologia de los nanogeles. Asi como, el estudio de

hidrolisis de los nanogeles.
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.1 ANTECEDENTES

La terapia farmacologica a través de medicamentos ha sido durante las
Gltimas décadas la primera medida de control para prevenir el desarrollo
de muchas enfermedades y trastornos complejos que incluyen
enfermedades, cardiovasculares, autoinmunes, sindromes metabdlicos,
neurodegenerativas y cancer. Sin embargo, se presentan limitaciones en
esta terapia debido a que existen farmacos con alta toxicidad, reacciones
adversas, efectos secundarios, asi como inespecificidad de entrega del
farmaco en el sitio de accidén. La desercion de estas limitaciones se ha
propuesto mediante el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos, a
través de nanoacarreadores de farmacos como medio de entrega de
farmacos en el sitio de accion. Las ventajas de utilizar nanoparticulas
como medio de liberacion de farmacos son entre algunas, la facil
manipulacion del tamafo de particula y las caracteristicas superficiales,
esto a fin de conseguir tanto la fijacion de farmacos activa y pasiva
después de la administracion parenteral; controlar y sostener la liberacion
del farmaco durante el transporte y en el lugar de localizacion, alterando la
distribucion de drganos del farmaco y posterior eliminacién del farmaco
para conseguir un aumento en la eficacia terapéutica del farmaco y la
reduccion de los efectos secundarios; la liberacion controlada y las
caracteristicas de degradacion de las particulas se pueden modular
facilmente mediante la eleccién de los constituyentes de la matriz. La
carga del farmaco es relativamente alta y se pueden incorporar farmacos
en los sistemas sin ninguna reaccion quimica; este es un factor importante

14



para preservar la actividad del farmaco; el sistema puede usarse para
diversas vias de administracion incluyendo oral, nasal, parenteral, intra-

ocular, entre otras (Nikam, Ratnaparkhiand, and Chaudhari 2014).

[.1.1 Inflamacién crénica

Una amplia investigacion en las dltimas dos décadas ha puesto en
manifiesto que la mayoria de enfermedades cronicas, entre ellas cancer,
diabetes y enfermedades cardiovasculares y pulmonares, estan mediadas

a través de la inflamacion cronica. (Nair et al. 2010)

Algunas revisiones recientes han discutido la relacion intima entre
la inflamacion y el cancer(Balkwill and Mantovani 2010; Grivennikov and
Karin 2010).

Se sabe que la inflamacién contribuye a procesos fisiolégicos y
patologicos tales como cicatrizacion de heridas e infeccibn por la
activacion y migracion dirigida de leucocitos desde el sistema venoso a

sitios de dafio (Coussens and Werb 2002).

La inflamacién funciona en las tres etapas del desarrollo tumoral:
iniciacion, progresion y metastasis. Las células tumorales producen
diversas citoquinas y quimiocinas que atraen a los leucocitos. El

componente inflamatorio de una neoplasia en desarrollo puede incluir una
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diversa poblacion de leucocitos que incluye neutréfilos, células dendriticas,

macrofagos, eosinéfilos y mastocitos (Eming et al. 2007).

Se cree que los macréfagos asociados a tumores son un
componente significativo de infiltrados inflamatorios en tejidos neoplasicos
y se derivan de monocitos que son reclutados en gran parte por
guimiocinas de proteina quimiotactica de monocitos (MCP). Las citoquinas
proinflamatorias, incluyendo el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la
interleucina-6 (IL-6), inducen efectos directos sobre las células estromales
y neoplasicas, ademas de sus papeles en la regulacion del reclutamiento
de leucocitos. La evidencia directa de la asociacion de la inflamacién
cronica con enfermedades malignas es en la carcinogénesis del colon en
individuos con enfermedades inflamatorias intestinales (ltzkowitz et al.
2012; Danese and Mantovani 2010).

La inflamacion también juega un papel clave en la fisiologia de la
artritis, diabetes, enfermedades del corazén, sindrome del intestino
irritable, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y muchas
otras enfermedades. En la diabetes tipo I, el sistema inmunitario ataca a
las células que producen insulina.

Por lo tanto, la supresion de las vias pro inflamatorias tiene el
potencial de retrasar, prevenir, e incluso promover el tratamiento de

diversas enfermedades cronicas, incluyendo el cancer (Nair et al. 2010).
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En los Ultimos afios se han desarrollado nanomateriales como
vehiculos acarreadores de &cido salicilico, tales como, dendrimeros,
esteres polianhidridos, y como ester colgante de poli (alcohol vinilico). Los
estudios in vivo de ésteres polianhidridos en el modelo animal de ratones
demostraron que el &cido salicilico liberado indujo nueva formacion osea
debido a la degradacién polimérica. Se ha demostrado que la liberacion in
vivo de acido salicilico en el modelo de rata mejora la regeneracién 6sea
en condiciones diabéticas, donde la respuesta inflamatoria a la lesién se
prolonga y también acelerd la regeneracion 6sea.(Erdmann, Macedo, &
Uhrich, 2000; Erdmann & Uhrich, 2000; Jantas, Draczynski, Herczynhska, &
Stawski, 2012; Schmeltzer, Anastasiou, & Uhrich, 2013; Schmeltzer,

Schmalenberg, & Uhrich, 2005; Erdmann et al., 2000) ; Wada et al., 2013)

1.2 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nanogeles utilizando MAOB y PEGMA mediante la
técnica de polimerizacion por emulsion sin detergente, para evaluar el
efecto de la concentracion de monomeros, el efecto del entrecruzante y

estudiar la hidrdlisis de las nanogeles para la liberacion de acido salicilico.
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1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar nanogeles de PEGMA/MAOB, mediante la técnica de

polimerizacion por emulsion sin detergente.

2. Sintetizar nanogeles de PEGMA/MAOB, menores a 200 nm.

3. Evaluar la proporcion ideal entre el monémero y comondémero, para
obtener las nanogeles de PEGMA/MAOB con un tamafio menor a

200 nm.

4. Evaluar el efecto del entrecruzante EDGDMA en la reaccion para
obtener nanogeles de PEGMA/MAOB con un tamafio menor a 200

nm.

5. Evaluar el efecto del entrecruzante DVA en la reaccidon para obtener

nanogeles de PEGMA/MAOB con un tamafio menor a 200 nm.

6. Evaluar el efecto dos concentraciones de los entrecruzantes, en la
reaccion para obtener nanogeles de PEGMA/MAOB con un tamafio

menor a 200 nm.

7. Preparar un 1 gramo de nanoparticulas de PEGMA/MAOB de

menos de 200 nm.

8. Evaluar la cinética de hidrélisis de los grupos colgantes de acido

salicilico.

18



.4 JUSTIFICACION

La inflamacién es parte critica para el desarrollo de muchas
enfermedades y trastornos complejos que incluyen enfermedades
cardiovasculares, autoinmunes, sindromes metabdlicos,
neurodegenerativas y cancer. Se puede presentar de forma cronica
y aguda. Debido a que la inflamacion juega un papel importante en
las enfermedades antes mencionadas, el establecimiento de
meétodos para controlar la inflamacién crénica es importante para el
desarrollo de tratamientos alternativos. Por tal motivo, en esta
investigacion se pretende desarrollar nanoparticulas menores a 200
nm, a base de Poli(etilenglicol) metil éter metacrilato (figura I),
cargadas con un derivado del acido salicilico (figura 1), con la
capacidad de hidrolizarse y liberar &cido salicilico en soluciones
fisiologicas, y vectorizarse de manera pasiva al sitio especifico del
tejido inflamado, a fin de conseguir maximizar los efectos

terapéuticos, disminuyendo los efectos secundarios.

; X
N CHg

Polietilenglicol Metiléter Acido Metacriloiloxi-o-benzoico
metacrilato
(MAOB)

Figura 1. Estructura quimica de Polietilenglicol Metiléter metacrilato y

Acido Metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB)
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1.5 HIPOTESIS

Es posible preparar nanoparticulas de MAOB por polimerizacion por

emulsidén sin detergente, las cuales se hidrolizan para liberar acido

salicilico.
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1.1 NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia es la manipulacién de materiales a escala nanométrica
y emplea el conocimiento de los campos de la fisica, la quimica, la
biologia, la ciencia de los materiales, las ciencias de la salud y la
ingenieria. Tiene aplicaciones inmensas en casi todos los campos de la
ciencia y la vida humana. Actualmente la Organizacion Internacional de
estandarizacion (ISO) y la Sociedad Americana de prueba de materiales
(ASTM), han definido el concepto de nanoparticula como un nano-objeto
con todas las tres dimensiones, en el rango de 1 nm a 100 nm (ISO/TS
27687:2008, ASTM, 2456-06 ). Por otro lado, la IUPAC define a una
nanoparticula como una particula de cualquier forma con una dimensién
entre el rango de 1 nm a 100 nm (Vert et al. 2012). Asi mismo, un
nanomaterial, ha sido definido por la European Comission Recomendation,
como un material natural, accidental o manufacturado que contiene
particulas donde una o0 mas dimensiones externas estan en el intervalo de
tamafio de 1 nm a 100 nm y con frecuencia cuentan con propiedades
especificas debido a su tamafo, es decir, propiedades que materiales con

tamanos superiores no poseen.

[1.2 NANOMEDICINA

La convergencia de la nanotecnologia y la medicina ha llevado al campo

interdisciplinario de la nanomedicina. La nanomedicina puede
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comprenderse como la aplicacion de la nanotecnologia en el sector de la
salud. Segun la definicion de la Fundacion Europea de la Ciencia (ESF,
European Science Foundation), la nanomedicina utiliza las ventajas de
tamafios nanométricos para el diagndéstico, prevencion y tratamiento de
enfermedades, y obtener una mayor compresion de la compleja
fisiopatologia subyacente de la enfermedad (ESF et al., 2005). Los
Avances en genética, biologia molecular y celular, ciencias de los
materiales y la bioingenieria han contribuido a este campo de desarrollo,
gue se ocupa de procesos fisiologicos a nivel de nanoescala. Muchos de
los mecanismos internos de una célula ocurren naturalmente en el nivel de
nanoescala, ya que las dimensiones de muchas moléculas biolégicamente
significativas como agua, glucosa, anticuerpos, proteinas, enzimas,
receptores y hemoglobina ya estan dentro del rango de nanoescala

(Bhaskar et al. 2010) (Godin et al. 2010).

Actualmente muchas de las investigaciones estan trabajando en el
desarrollo de tratamientos médicos, dispositivos e instrumentos que
utiizan la nanotecnologia para aumentar la eficacia, seguridad,
sensibilidad y personalizacion de wun tratamiento. Potencialmente
propiedades beneficiosas de la nanoterapeutica incluyen mejoras de
biodisponibilidad, toxicidad reducida, mayor respuesta a la dosis y mayor
solubilidad en comparacion con los medicamentos convencionales

(Ventola 2012).
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1.3 NANOSISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS

Entre los primeros sistemas de administracion de farmacos en el area de
la nanotecnologia se encuentran las vesiculas lipidicas, que se
describieron en la década de 1960 y mas tarde se conocieron como
liposomas (Bangham and Horne 1964). Posteriormente, se desarrollaron
una variedad de otros nanomateriales organicos e inorganicos para la
administracion de farmacos. El primer sistema polimérico de liberaciéon
controlada para el suministro de macromoléculas se describié en 1976
(LANGER and FOLKMAN 1976). Se asi como el primer ejemplo de
localizacion celular especifica de liposomas 1980. El primer liposoma de
circulacion larga se describié en 1987, y el concepto se denominé mas
tarde "liposomas sigilosos". Se describieron por primera vez sistemas de
administracion de farmacos mas complejos capaces de responder a
cambios en el pH para desencadenar la liberacion del farmaco (Hoffman
1991). Posteriormente, se demostrd que el uso de polietilenglicol (PEG)
aumenta los tiempos de circulacién para liposomas y nanoparticulas
poliméricas en 1990 y 1994, respectivamente (Bozzuto 2015). Desde la
década de 1960 hasta la actualidad, una gran variedad de nanomateriales
y dispositivos organicos e inorganicos se han utilizado como vehiculos
acarreadores de farmacos para desarrollar alternativas terapeuticas
efectivas. Hasta ahora, hay mas de dos docenas de productos
terapéuticos basados en la nanotecnologia aprobados por la Food and

Drug Administration (FDA) para uso clinico, y hay mas en ensayos
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clinicos.(Wagner et al. 2006; Davis, Chen, and Shin 2008). De estos
productos, la mayoria se componen de un suministro no objetivo sistema
(p. €j., liposomas y polimeros) y un farmaco, y por lo tanto se consideran
nanoterapéuticos de primera generacion.(Riehemann et al. 2009)

En general los nanomateriales mas utilizados en la nanomedicina se
encuentran los liposomas, las nanoparticulas poliméricas, los puntos
quéanticos, los dendrimeros, los nanotubos de carbono, y las
nanoparticulas inorganicas.

Las nanomateriales y los métodos para su desarrollo son muy diversos,
sin embargo pueden ser clasificados de acuerdo con su composicion de
manera general, en nanoparticulas organicas (poliméricas, dendrimeros,
liposomas, micelas y conjugados polimero-farmaco) y en nanoparticulas

inorganicas (de oro, 6xido de hierro, de silice mesoporosa y en nanotubos

de carbono) (Torchilin 2014). Ver figura 2.

| N

A ) il Nanoparticula Silica Oxidos
Nanoesfera Nanocapsula Micela Liposoma diioro mesoporosa MEtAlises
% \%}
Nanotubo de
Dendrimero Conjugado polimero-farmaco carbono

Figura 2. Representacion de nanosistemas organicos (a) e inorganicos (b)

para el transporte y liberacion de farmacos.
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1.4 APLICACIONES DE NANOSISTEMAS DE LIBERACION DE

FARMACOS

Las distintas aplicaciones de estos nanomateriales en el area de la
nanomedicina pueden ser clasificados en sistemas de liberacion de
farmacos, sistemas terapéuticos, sistemas para diagnostico y
biomateriales. (Wagner et al. 2006).

La aplicacién de los nanosistemas para liberacion de farmacos es una
alternativa para cambiar el panorama de la industria farmacéutica y las
industrias biotecnoldgicas en el futuro previsible. El desarrollo de
nanosistemas puede jugar un importante papel en la adicién de una nueva
plataforma de la terapéutica, derivada de los productos farmacéuticos que
las compafiias puedan desarrollar. Utilizando nanosistemas, puede ser

posible lograr las siguientes aplicaciones en la medicina:

Il.4.1 Entrega de farmacos

Los vehiculos acarreadores de farmacos en nanoescala pueden (1)
mejorar la eficacia terapéutica y minimizar las reacciones adversas a los
medicamentos  disponibles; (2) establecer nuevas alternativas

terapéuticas. (Kook, Hee, and Park 2015)

[1.4.2 Diagnaostico in vitro

Los sensores basados en nanotecnologia (por ejemplo, nanocables,
nanotubos, nanoparticulas, y micro/nanoarrays) pueden permitir la
deteccion rapida y de alto rendimiento de biomarcadores de
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enfermedades, con una mayor sensibilidad y menor volumen de muestra.
La nanotecnologia también ofrece esperanzas para la deteccién temprana
de virus, bacterias y células tumorales circulantes, asi como para el

andlisis de células individuales. (Huang et al. 2017)

I1.4.3 Imagen in vivo

Las nanoprobes de formacion de imagenes dirigidas (por ejemplo,
nanoparticulas magnéticas, puntos cuanticos y nanotubos de carbono)
podrian proporcionar una forma mas rapida, menos invasiva y mas precisa
para diagnosticar enfermedades (por ejemplo, cancer) en sus etapas mas
tempranas y controlar la progresion de la enfermedad. Algunas otras
oportunidades posibles incluyen informar la eficacia in vivo de la
terapéutica, rastrear la biodistribucién del nanovehiculo en el cuerpo y
ayudar a los cirujanos a localizar tumores y sus margenes, identificar
estructuras adyacentes importantes y mapear los ganglios linfaticos

centinela. (Walling, Novak, and Shepard 2009; John et al. 2010)

11.4.4 Técnicas de terapia

Ciertos nanomateriales tienen propiedades terapéuticas unicas que
difieren de los medicamentos convencionales y, por lo tanto, pueden
usarse directamente para tratar enfermedades. Por ejemplo, las
nanoparticulas basadas en 6xido de hafnio y oro pueden mejorar en gran
medida la terapia con rayos X (Retif et al. 2015). nanocépsulas de oro,

nanotubos de carbono, nanoparticulas magnéticas pueden inducir
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hipertermia para destruir las células cancerosas (Ba, Teijeiro, and Rivas
2013); y plata nanocristalina se esta utilizando como un agente

antimicrobiano. (Melaiye et al. 2005)

11.4.5 Biomateriales

Los nanomateriales biocompatibles que tienen propiedades mecanicas
oOptimas se pueden usar como implantes médicos (por ejemplo,
restauradores dentales y sustitutos 6seos). Los nanorecubrimientos o las
superficies nanoestructuradas  también pueden mejorar la

biocompatibilidad y la adhesion de los biomateriales. (Sheikh et al. 2017)

11.4.6 Ingenieria de tejidos

La nanotecnologia puede permitir el disefio y la fabricacion de andamios
biocompatibles a escala nanométrica y controlar la liberacion espacio-
temporal de factores biolégicos -que se asemejan a la matriz extracelular
nativa- para dirigir los comportamientos celulares y conducir finalmente a

la creacion de tejidos implantables (Mohamed and Xing 2012).

1.5 NANOGELES/MICROGELES

Los nanogeles suelen definirse como dispersiones acuosas de particulas
de hidrogel formadas por redes poliméricas entrecruzadas fisica o
quimicamente de tamafio nanométrico (Kabanov and Vinogradov 2009).
Los cuales abarcan la escala de 1 a 100 nm, establecida para materiales

nanomeétricos. No obstante, los nanogeles también pueden ser
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desarrollados a microescala 10-1000 nm, y sus aplicaciones son

relevantes para el area de la biomedicina. (Sahoo and Labhasetwar 2003)

De manera general, los nanogeles/microgeles pueden ser clasificados en
funcion a la variedad de caracteristicas que poseen, incluida la naturaleza
de los grupos laterales (neutros o i6nicos), caracteristicas mecanicas y
estructurales, método de preparacién (homo o copolimero), estructura
fisica (amorfa, semicristalina, ligada a hidrégeno, supermolecular e
hidrocoloidal) y capacidad de respuesta a estimulos microambientales
fisiologicos (pH, fuerza ionica, temperatura, electromagnético radiacion,

etc.) (Hamidi, Azadi, and Ra 2008).

Los polimeros comunmente utilizados en la preparacion de hidrogeles
para aplicaciones bioldgicas y farmacéuticas provienen de origenes
naturales o sintéticos. Algunos ejemplos representativos de los polimeros
naturales, sintéticos y semisintéticos usados en las preparaciones de

hidrogeles, se describen a continuacion:

Polimeros naturales y sus derivados
a) Polimeros aniodnicos: é&cido Hialurénico, é&cido alginico, pectina,
carragenina, condroitin sulfato, sulfato de dextrano.

b) Polimeros catidnicos: Quitosano, polilisina.

c) Polimeros anfipaticos: colageno (y gelatina), carboximetilquitina,
fibrina

d) Polimeros neutrales: dextrano, agarosa, pululano
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Polimeros sintéticos
a) Polyesters: PEG-PLA-PEG, PEG-PLGA-PEG, PEG-PCL-PEG,
PLA-PEG-PLA, PHB, P(PEG/PBO tereftalato).
b) Otros polimeros: PEG-bis-(PLA-acrilato), PEG6CDs, PEG-g-
P(AAm-co-Vamine), PAAm, P (NIPAAm-co-AAc), P(NIPAAm-co-
EMA),  PVAC/PVA, PNVP, P(MMA-co-HEMA),  P(AN-

coallylsulfonato), P(biscarboxi-fenoxi-fosfaceno), P(GEMA-sulfato).

Combinacién de polimeros naturales y sintéticos:

P(PEG-co-péptidos), alginato-g-(PEO-PPO-PEOQO), P(PLGA-co-serine),
collagen-acrylate, alginate-acrylate, P(HPMA-g-peptide),
P(HEMA/Matrigel®), HA-g-NIPAAmM.

Al igual que los hidrogeles, los nanogeles son materiales tridimensionales
biocompatibles con alto contenido de agua. Para aplicaciones en
administracion de farmacos, las caracteristicas mas importantes de los
nanogeles son su alto contenido de agua, capacidad de hinchamiento,
biocompatibilidad y la capacidad de ajustar propiedades. Ademas, estos
nanosistemas pueden ser capaces de alcanzar tamafios submicromicos a
decenas de nandmetros, permitiendo ajustarse a un diametro 6ptimo para
aumentar el tiempo de circulacion sanguinea in vivo después de la
administracion intravenosa. Otra ventaja de los nanogeles, es alcanzar un
diametro menor a 200 nm, el cual permite una mejor difusion hacia las
células y un menor reconocimiento por el sistema de fagocitos

mononucleares (Owens and Peppas 2006).
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1.6 METODOS DE SINTESIS DE NANO/MICROGELES

Los nanogeles se han preparado usando varios métodos, que se pueden
clasificar en dos categorias segun el entrecruzamiento de su estructura:
nanogeles entrecruzados quimicamente (covalentes) que forman puntos
de entrecruzamiento por enlaces covalentes, y nanogeles entrecruzados
fisicamente con enlaces no covalentes, tales como enlaces de hidrégeno,
interacciones electrostaticas e hidrofobicas.

Entre los métodos de entrecruzamiento fisicos para la sintesis de
nanogeles se encuentran: a) Autoensamblado de nanogeles formados por
asociacion de polimeros, b) Autoensamblado de nanogeles formados por
asociaciéon de varios polimeros. En los métodos de entrecruzamiento
quimicos para la sintesis de nanogeles se encuentran: a) Polimerizacion
heterogenea por radicales libres b) entrecruzamiento quimico de bloques
de copolimeros anfifilicos, ¢) método de nanomoldeo (hano template), d)
Fotolitograficos (Sasaki and Akiyoshi 2010).

Dentro de los métodos de polimerizacion heterogéneos por radicales
libres, se encuentra los métodos de dispersion, precipitacion, miniemulsion
inversa, microemulsion inversa, y polimerizacion por emulsion sin
detergente, la cual se utilizd para la sintesis de nanogeles de este
proyecto. A continuacion, se describe brevemente cada uno de los

métodos.
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11.6.1 Polimerizacién por dispersion

En este método, la mayoria de los componentes de la mezcla de reaccién
gue incluyen mondémeros, estabilizadores poliméricos e iniciadores son
solubles en un disolvente organico como una fase continua. Al comienzo,
la polimerizacion ocurre en una mezcla de reaccibn homogénea; sin
embargo, los polimeros formados se vuelven insolubles en el medio
continuo, lo que finalmente conduce a la formacion de dispersion estable
de particulas poliméricas con la ayuda de estabilizadores coloidales.

(Sultana, Arafat, and Sharmin 2013)

11.6.2 Polimerizacion por precipitacion

La polimerizacion por precipitacion implica la formacién de una mezcla
homogénea en su etapa inicial, la iniciacion y polimerizacién en la solucion
homogénea. Como los polimeros formados no son hinchables sino
solubles en el medio, es necesario el uso de un entrecruzante para
entrecruzar las cadenas de polimeros para que suceda el aislamiento
entre las particulas. Como consecuencia, las particulas entrecruzadas
resultantes, a menudo tienen una forma irregular con alta polidispersidad

(PDI). (Mishra 2015)

11.6.3 Polimerizacion por mini-emulsion inversa
La polimerizacion inversa (mini) en emulsién es uno de los procesos de
polimerizacion W/O en el que las gotas de mondmeros solubles en agua

se dispersan de manera estable en un medio organico continuo mediante
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el uso de surfactantes solubles en aceite. En este método, dependiendo
de las fuerzas mecanicas aplicadas, se forman dispersiones estables con
diferentes tamafios de particulas por un proceso de emulsion inversa.
Posterior a la adicién de iniciadores de radicales, se forman particulas
poliméricas coloidales a través de la polimerizacién dentro de las gotitas
acuosas. En general, las miniemulsiones son emulsiones cinéticamente

estables. (Sultana, Arafat, and Sharmin 2013)

11.6.4 Polimerizacién por micro-emulsion inversa

Este método es similar al método de mini-emulsion inversa, también
implica una dispersion W/O; sin embargo, se utliza una cantidad
relativamente grande de tensioactivos solubles en aceite para formar una
solucién micelar termodinAmicamente estable que consiste en gotitas
acuosas dispersas en la fase oleosa continua. Las gotitas micelares
resultantes tienen un tamafio que oscila entre 50 a 100 nm. (Sultana,

Arafat, and Sharmin 2013)

11.6.5 Polimerizacion por emulsion sin detergente

Una técnica muy utilizada para preparar nanoparticulas es la
polimerizacion por emulsion sin detergente. En esta técnica se utilizan
macromeros anfifilico para emulsionar monomeros hidrofébicos. Las
nanogotas de mondmero en solucién acuosa, estabilizados por los
macromeros, sirven como semilla para formar nanoparticulas

entrecruzadas o nanogeles. Uno de esos macromeros mas utilizado es el
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metacrilato de polietilenglicol monometil éter; el cual, ademas de
estabilizar las nanoparticulas, confiere propiedades de camuflaje a los
nanomateriales para evitar los mecanismos de eliminacion del organismo
tales como el sistema reticulo endotelial (Serrano-Medina, Cornejo-Bravo,

and Licea-Claverie 2012).

1.7 ACIDO SALICILICO INCORPORADO EN SISTEMAS DE

LIBERACION DE FARMACOS

En las dltimas décadas el acido salicilico ha sido utilizado
mayormente como farmaco antiinflamatorio. Sin embargo, estudios
recientes demuestran que el acido salicilico puede ser utilizado para tratar
el cancer (Bastiaannet et al. 2012), artritis (Yamazaki, Kusunoki, and
Matsuzaki 2002), e infecciones fungicas (Amborabé, Fleurat-lessard, and
Chollet 2002). Otros estudios, han puesto en manifiesto que la inflamacion
exacerba la diabetes tipo 2 y que los salicilatos pueden reducir la
resistencia a la insulina (Goldfine, Fonseca, and Shoelson 2011; Hundal et
al. 2002; Nixon et al. 2012; Raghavan, Laight, and Cummings 2014,
Shoelson, Lee, and Goldfine 2006), y sugieren que el acido salicilico
afecta el estrés oxidativo, resistencia a insulina y la inflamacién vascular

(Raghavan, Laight, and Cummings 2014).
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Figura 3. Enfermedades correlacionadas con la inflamacién crénica

Los derivados del &cido salicilico son comunmente utilizados como
farmacos de bajo costo, y son farmacos considerados AINES. Se ha
demostrado la incorporaciéon quimica del &cido salicilico en esteres
polianhidridos alcanzado un alto cargado de farmaco (Anastasiou and
Uhrich 2003; Schmeltzer, Schmalenberg, and Uhrich 2005). En
seguimiento, se desarroll6 un sistema de administracién oral, a partir de
hidrogeles entrecruzados fisicamente sensibles al pH, cargados con
esteres polianhidridos e insulina, demostrando que en la simulacion de pH

del intestino (pH 6.8), libero un 90% de &cido salicilico y un 70% de
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insulina a las 24 horas (Demirdirek and Uhrich 2015). En otro estudio, se
desarrollaron hidrogeles entrecruzados quimicamente, en los cuales,
incorporaron un mondmero a base de &cido salicilico utilizando acido
itaconico como enlazador, acido acrilico, y poli etilenglicol diacrilato como
agente entrecruzante, mediante polimerizacion por radicales libres iniciada
por UV. El estudio demostré un perfil de liberacion dependiente al pH en
condiciones fisiologicas y gastrointestinales, a un pH de 7.4, el sistema
libero un 100% de &acido salicilico. Por otro lado demostré capacidad
mucoadhesiva, con potencial aplicacién como sistema de administracién
oral (Demirdirek and Uhrich 2017). Otro ejemplo, de un derivado del &cido
salicilico, es el acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB), un mondmero
anfifilico, producido a partir de una técnica sintética previamente
desarrollada (claverie Licea et al. 2003). A partir de este mondémero,
previamente se ha desarrollado hidrogeles estabilizados con PEGMA
(Serrano-Medina, Cornejo-Bravo, and Licea-Claverie 2012); en otro
estudio se ha recubierto polipropileno utilizando irradiacion gama para
generar los radicales libres que inician la polimerizacion del injerto
(Magana Badilla et al. 2016). En ambos estudios realizados se ha
demostrado que lo materiales formados se hidrolizan en soluciones que

simulan las condiciones fisiologicas para generar acido salicilico.
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CAPITULO Il1.

EXPERIMENTAL

37



I1.1 GENERALIDADES

a) REACTIVOS Y MATERIALES

3,9-Divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro[5.5]undecano (DVA)
Acetato de uranilo 1%

Acido Clorhidrico

Acido salicilico (Sigma-Aldrich Inc.)

Agua destilada

Anhidrido metacriiico (Sigma-Aldrich Inc.)

Diclorometano

Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA)

Eter etilico (Sigma-Aldrich Inc.)

Fosfato monobasico de Potasio (KH,PO,4.H,0)

Fosfato monobasico de Sodio (NaH,P0O4.H,0)

Hidroxido de sodio (NaOH)

Metanol (Sigma-Aldrich Inc.)

Membrana para dialisis, Spectra/Por MWCO: 15,000
Membrana para didlisis, Spectra/Por MWCO: 12-14,000
Persulfato de amonio (APS)

Poli(etilenglicol) metil éter metacrilato (1,100 g/mol) (PEGMA1100)
Removedor del inhibidor hidroquinona (Sigma-Aldrich Inc.)
Sulfato de Magnesio anhidro, 99% (MgSOQO,)

Trietilamina (Sigma-Aldrich Inc.)
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b) EQUIPOS

Balanza analitica Denver Instrument M-200

Bomba de adicion, RAZEL, Model R-99

Dispersion de Luz Dinamica (DLS), Equipo ZetaSizer Nano-ZS
series, de marca Malvern Instruments, modelo ZEN3500 con laser
verde de 532 nm, serie MAC5000833

Espectrofotdmetro de infrarrojo con transformadas de Fourier
(FTIR)

Cromatografo de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-
MS)

Espectrofotbmetro UV/Vis Beckman Coulter DU 520

Estufa de vacio WVR

Liofilizador, Labcono, Equipo Freeze Dry System/Freezone 4.5, cat.
No. 7751000

Microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM)
JSM-7800F, Prime.

Parrilla con agitacion magnética, VWR, Dyla-Dual

Potenciometro HANNA Modelo HI 2210

Recirculador LAUDA Brinkmann, Ecoline RE106

Ultracentrifuga, Beckman Coulter, Avanti-JE, modelo J-E, 208/240

v, 24 A, 60Hz

c) GASES

Nitrégeno, grado ultra alta pureza (UHP), de INFRA S.A. de C.V.
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l11.2 PURIFICACION DE EGDMA
Se corri6 el entrecruzante por una columna empacada con removedor del

inhibidor de hidroquinona.

111.3 SINTESIS DE MONOMERO ACIDO METACRILOILOXI-O-

BENZOICO (MAOB)

La sintesis del mondémero (MAOB) se sintetizo mediante un método
previamente reportado (Licea-Claverie, Rogel-Hernandez, and Lopéz-

Sanchez 2003). Ver figura 4.

Os__OH o \l
OH o} DMPAP/TEA/DCM o o o
* }-( > COOH 4+ >_/<
o Tr/24 h OH

Figura 4. Ruta de sintesis de Acido Metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB)
El procedimiento se realiz6 de la siguiente manera:

En un matraz bola de 100 mL se disolvid 6.91 g de &cido salicilico (50
mmol) y 0.49 g (4mmol) de 4-dimetilaminopiridina (DMAP), en 8.42 mL de
tretilamina y 20 mL de diclorometano. La solucion se colocé en un bafio de
hielo a 0 °C y se mantuvo con agitacion constante, hasta disolver los
reactivos solidos. Posteriormente, se agregé gota a gota 7.50 g de
anhidrido metacrilico (50 mmol), por un tiempo controlado de 3 horas,
mediante el uso de una bomba de adicion. Se agito la solucion durante 24
horas a temperatura ambiente. La solucion se transfiri6 a un vaso de

precipitado de 250 mL y se acidifico hasta un pH=3.0, con HCL,
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manteniendo la mezcla a 0 °C y con agitacidon constante. El precipitado
obtenido se extrajo con éter etilico, utilizando un embudo de separacién
de 250 mL; la fase organica se lavé con 20 mL de una dilucion y 20 mL de
agua destilada. La fase organica fue secada utilizando MgSO, anhidrido,
se filtr6 a vacio y se dej6 a cristalizar. El sélido obtenido se lavé con 30 mL
de agua a temperatura ambiente y 30 mL a 40 °C, repitiendo tres veces de
manera intercalada. El producto se purifico por recristalizacion utilizando

metanol.

I11.4 CARACTERIZACION DE MONOMERO ACIDO METACRILOILOXI-

O-BENZOICO (MAOB)

Antes de incorporar el monémero en la sintesis de nanogeles, se realizé la
caracterizacion del monémero MAOB, para identificarlo y asegurar que el

material se encuentra en estado puro.

[11.4.1 Cromatografia de capa fina

La pureza del producto fue evaluada por cromatografia de capa fina (TLC),

con una mezcla de éter de petroleo/éter etilico (30:70).

I11.4.2 Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada

(FTIR-ATR)

El analisis de espectroscopia de infrarrojo se realizé con el equipo Fourier
Transform Infrared spectrophotometer de iDS, con reflectancia total

atenuada (ATR).
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111.5 SINTESIS DE NANOGELES PEGMA:MAOB

Se utiliz6 un método de polimerizacion por emulsion sin detergente
para preparar los nanogeles de PEGMA:MAOB, variando diferentes
concentraciones del monémero MAOB y PEGMA, utilizando EGDMA o
DVA como entrecruzante. En todas las reacciones de sintesis de
nanogeles se utilizd6 un peso total de 0.50 gramos entre el monémero y
comondmero, y utilizando porcentaje (%) molar para el entrecruzante y el
iniciador. Todo en un volumen total de 50 mL de agua grado miliQ. Las
proporciones (% w/w) de los mondémeros utilizados, asi como €l % molar
del entrecruzante e iniciador pueden ser observados en la tabla 1.

Tabla.1l Porcentajes utilizados de PEGMA, MAOB, EGDMA, DVA y APS
para la sintesis de nanogeles

PEGMA: MAOB Entrecruzante Entrecruzante APS

0 0 MO o MO

(%W/W) (% mol) (% mol)
50:50 EGDMA 3% 2%
60:40 EGDMA 3% 2%
60:40 DVA 3% 2%
60:40 EGDMA 5% 2%
60:40 DVA 5% 2%
60:40 EGDMA 3% 4%
60:40 DVA 3% 4%
70:30 EGDMA 3% 2%
70:30 DVA 3% 2%
70:30 EGDMA 5% 2%
70:30 DVA 5% 2%
80:20 EGDMA 3% 2%
80:20 DVA 3% 2%
80:20 EGDMA 5% 2%
80:20 DVA 5% 2%
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El

procedimiento general para la sintesis de los nanogeles

PEGMA:MAOB, se describe a continuacion:

1.

El monémero MAOB, PEGMA, y el entrecruzante (EGDMA o DVA)
se mezclaron en las cantidades mencionadas en la tabla 1. y se
disolvié en 50 ml de agua destilada a temperatura ambiente para
formar un 1% w/w solucién acuosa.

Se elimind cualquier oxigeno disuelto en la mezcla mediante
burbujeé con nitrégeno durante 30 minutos.

Después la mezcla de reaccion se calentd a 85° C en un bafio de
temperatura de aceite lubricante y se agito de manera constante
durante 30 minutos.

Posteriormente se afiadié persulfato de amonio al sistema para
actuar como un iniciador térmico. Se dejé que la reaccion de
polimerizacion continte durante 45 min (ver figura 5).

Una vez terminados los 45 min de la reaccién de polimerizacién, se
coloca la solucion de nanogeles en un matraz Erlenmeyer en un
bafilo maria, para bajar la temperatura de la reaccion.
Posteriormente la solucién de nanogeles es sometida al proceso de

purificacion.
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Figura 5. Diagrama general de sintesis de nanogeles MAOB:PEGMA, por

polimerizacion por emulsion sin detergente.

111.6 PURIFICACION DE NANOGELES POR FILTRACION

Una vez sintetizadas los nanogeles, estos se filtraron con tubos pall
de filtracion con membrana de corte de peso molecular de 100 kd, a 3,700
RPM en ultracentrifuga Beckman Coulter, Avanti-JE, modelo J-E. El
precipitado se descarta, y el producto concentrado en membrana es
recuperado para los estudios posteriores.

1.7 LIOFILIZACION DE NANOGELES

Los nanogeles purificados mediante filtracion, se congelaron en viales y se
colocaron en portamuestras del equipo liofilizador Labcono, Equipo Freeze

Dry System/Freezone 4.5. El tiempo de liofilizacion para las muestras fue
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de 48 horas. Mediante esta técnica fue posible determinar el % de

rendimiento de los nanogeles.

1.8  TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOGELES

PEGMA:MAOB

[11.8.1 Determinacion del tamafio de particula mediante dispersiéon de

luz dindmica (DLS)

[11.8.1.1 Mediciobn de diametro hidrodinamico en nanogeles

purificados

El diametro hidrodinamico los de nanogeles purificados se evalud
mediante DLS utilizando un Zetasizer Nano NS, equipado con un laser
verde de 532 nm, con un angulo de medicion es 173 (retrodispersion). Las
muestras se diluyeron utilizando 20 pul de nanogeles y 980 pl de agua
grado miliQ.

[11.8.1.2 Medicion de diametro hidrodinamico en nanogeles

purificados en diferentes pH

El efecto del pH sobre el didmetro hidrodinamico de los nanogeles se
evalu6 mediante el mismo equipo de dispersién de luz dinamica. Se
utilizaron soluciones buffer de pH= 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 7.4, 8.0, y 9.0.

111.8.2 Espectrofotometria de infrarrojo con reflectancia total atenuada

(FTIR-ATR)
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Se obtuvieron espectros de infrarrojo de nanogeles PEGMA:MAOB
liofilizados, utilizando el equipo Fourier Transform Infrared

spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR).

[11.8.3 Determinacién de contenido de acido mediante titulacién acido-

base

La determinacion del MAOB incorporado en los nanogeles, se realiz6
mediante titulaciones 4&cido-base. Con la finalidad de cuantificar la
cantidad de acido incorporado en el nucleo de los nanogeles, se utilizé el
método de retro titulacion acido-base. En donde se pesaron 50 mg del
producto liofilizado de nanogeles y se colocaron en 5 ml de agua miliQ,
gue se dejaron en agitacion durante cuatro horas. Una vez disuelto el
material se alcanza el pH a 11.0, con NaOH 0.05 M valorado. Después, se

agrega lentamente 25 pl de HCL 0.05 M valorado, hasta llegar a pH 3.0.

[11.8.4 Microscopia Electronica de Barrido de Emision de Campo

(FESEM)

Se caracterizaron los nanogeles PEGMA:MAOB mediante microscopio

JEOL JSM-7800F Prime a 25 Kv.

La preparacion de la muestra se realiz6 mediante este procedimiento:

1. Con una micropipeta se tomaron 2 ul de nanogeles purificados de

PEGMA:MAQOB.
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2. Se toma con una pinza un portamuestra, la cual consiste en una
rejilla de carbono con cobre tipo lazy, con un mesh de 400.

3. La muestra de 2 pl es colocada en la parte opaca de una rejilla 'y se
seca con toalla kimwipe.

4. Se toma con micropipeta 2 pl de acetato de uranilo a una
concentracion de 1%, se coloca sobre la parte opaca donde se
colocaron los nanogeles, y se seca nuevamente con toalla kimwipe.
Este paso se repite dos veces.

5. Por ultimo, la rejilla fue colocada en tubo eppendorf, y este a su vez
colocado en una estufa de secado con el tapén abierto, sin utilizar

vacio a temperatura ambiente por un dia.

[11.9 ESTUDIO DE HIDROLISIS-LIBERACION DEL FARMACO ACIDO

SALICILICO

El estudio se realiz6 depositando 5 ml de nanogeles dentro de membranas
de dialisis con corte limite (MWCO) de 15,000 kDA, colocadas en un vaso
con 50 mL de medio buffer de pH 7.4 y otra membrana del mismo modo a
pH 6.0, con agitacion y temperatura controlada a 37° C con ayuda de un
equipo recirculador. Esto a fin de simular las condiciones fisiolégicas
normales de circulacibn sanguinea y condiciones neoplasicas en un
microambiente celular. Una vez que se sumergié la membrana al medio,
se empezo a tomar el tiempo de liberacién, se tomaron alicuotas de 5 mL
de muestra a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 y 72 horas, y se reemplazo el

mismo volumen del medio con nueva solucion de buffer, esto para cada
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uno de los medios de pH 7.4 y 6.0. Las muestras obtenidas se leyeron por
UV-Vis a una longitud de 296 nm, midiendo absorbancia. Se obtuvieron
las concentraciones de las alicuotas por medio de las graficas estandares

correspondientes (Anexo 1 al 12).

OH

?/C\ f ( \ W OH
f> Crccm A /

Acido Metacriloiloxi-o-benzoico Acido Salicilico

(MAOB)

Figura 6. Hidrdlisis de nanogeles MAOB

[11.9.1 Evaluacién de acido salicilico liberado por espectrometria de

masas acoplado a gases (GC/MS).

A fin de evaluar la presencia de acido salicilico liberado, se analizaron
diferentes muestras provenientes del medio buffer 7.4 y 6.0, a las 72 horas
posterior al inicio de la liberacion, en el equipo de espectrometria de
masas acoplado a gases (GC/MS). Las muestras previo a su andlisis,
fueron filtradas con filtro de membrana de 0.45 um para jeringa, se les
bajo el pH a 3.0 con HCL 0.1 M, se extrajeron con diclorometano, se

volatilizo en campana, y se realizé una dilucion de 500 pg/mL con metanol.
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CAPITULO IV.

RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DEL MONOMERO ACIDO

METACRILOILOXI-O-BENZOICO (MAOB)

IV.1.1 Sintesis de mondémero acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB)

El monomero MAOB logro ser sintetizado mediante el procedimiento de
sintesis descrito en el punto 1ll.3. Posterior al proceso de sintesis,
extraccion y purificacion del mondmero MAOB, se obtuvo un soélido blanco
esponjoso, del cual se logré obtener un rendimiento de 54%. Como se
observa en la figura 7, la estructura quimica del monomero MAOB,
consiste en la union de acido salicilico con el anhidrido metacrilico, el cual
contiene grupos caracteristicos que aseguran la formacion del monémero,

como lo es el grupo ester, anillo aromatico y acido carboxilico.

Figura 7. Estructura quimica del monomero MAOB y aspecto del

mondmero sintetizado
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IV.1.2 Caracterizacion de monémero acido metacriloiloxi-o-benzoico

(MAOB)

P
2054 1988
) 3079
=
<
=
S HiCa, CH, - 1606
 —4 1124
‘2, I 1734 54 749
E 7 ° OH 1694
- o
= C
\\o
v . . T v [ ' . r r . r x
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Namero de onda (cm™)

Figura 8. Espectro de infrarrojo de MAOB (acido metacriloiloxi-o-benzoico)
Tabla 2. Asignacion de bandas espectroscépicas de infrarrojo para

mondmero MAOB

Grupo Funcional FT-IR
(cm™)

=C-H (aromético) 3079

C=0 (éster) 1734

C=0 (4cido) 1694

H.C=C 1606

C-0 1274y 1124

Orto di sustitucion 749
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Como se observa en la figura 8 y la tabla 2, se lograron observar bandas
caracteristicas del MAOB de acuerdo a la literatura (claverie Licea et al.
2003); a 3079 cm™ se observé una banda correspondiente al estiramiento
=C-H de la regién aromatica del monémero, a 1734 cm™ indicando la
vibracién del estiramiento C=0 del carbonilo del ester, a 1694 cm™ una
banda relativa al estiramiento C=0O del carbonilo del &cido carboxilico, a
1606 cm™ se observa el estiramiento correspondiente a H,C=C de la zona
vinilica, y asi mismo, a 749 cm' se observa el estiramiento

correspondiente a la otro di sustitucion de nuestra molécula el MAOB.
IV.2 SINTESIS DE NANOGELES PEGMA:MAOB

Estos experimentos se llevaron a cabo con la finalidad de analizar la
formacion de nanogeles con coraza de polietilenglicol, variando las
relaciones de PEGMA:MAOB; al igual que el iniciador de la reaccion de
polimerizacion el cual fue el APS y sus proporciones al 2 y 4%, asi como,
los entrecruzantes y sus proporciones molares al 3, y 5%. Estos
experimentos se caracterizaron via DLS para determinar el tamafio (Dh) y

numero de distribuciones en el % de tamafnos en volumen.
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Figura 9. Ruta de sintesis de nanogeles MAOB:PEGMA, por

polimerizacion por emulsién sin detergente

IV.2.1 Caracterizacion de los nanogeles de PEGMA:MAOB mediante

dispersion de luz dindmica (DLS)

Los nanogeles obtenidos en los experimentos, se caracterizaron via DLS,
obteniendo los tamafios de particula (Dh) de las distribuciones; estos

resultados se pueden observar en la tabla.
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Tabla 3. Dh de los nanogeles entrecruzados con EGDMA y DVA a 25° C

CODIGO PEGMA;100: Entrecruzante Entrecruzante  APS Dh PDI
MAOB (% mol) (% mol) (nm)
(%W/W)
001 50:50 EGDMA 3% 2% 350.4 0.212
003 60:40 EGDMA 3% 2% 242.4 0.061
004 60:40 DVA 3% 2% 255.5 0.087
014 60:40 EGDMA 5% 2% 338.2 0.177
019 60:40 DVA 5% 2% 167.1 0.050
009-1 60:40 EGDMA 3% 4% 259.5 0.068
009-2 60:40 DVA 3% 4% 314.2 0.167
008-2 70:30 EGDMA 3% 2% 279.4 0.137
017 70:30 DVA 3% 2% 353.5 0.210
018 70:30 EGDMA 5% 2% 337.9 0.125
020 70:30 DVA 5% 2% 275.2 0.195
022 80:20 EGDMA 3% 2% 173.9 0.006
023 80:20 DVA 3% 2% 254.6 0.094
015 80:20 EGDMA 5% 2% 227.3 0.218
021 80:20 DVA 5% 2% 286.8 0.051

Como se puede observar en la tabla 3. al aumentar la proporcion de
estabilizante PEGMA1100, €l tamafio de los nanogeles no cambia
significativamente en relacion a los que tienen menor concentracion; en la
proporcion PEGMA: MAOB (60:40)/DVAsy, se obtuvieron tamafios mas
pequefios, siendo de Dh 167.1 nm, seguido de la proporcibn PEGMA:
MAOB (80:20)/EGDMA3y, con un Dh de 173.9 nm, y la proporcién
PEGMA: MAOB (80:20)/EGDMAsy, con un Dh de 227.3 nm. Asi mismo se
observd que no hay cambios significativos al aumentar el % del iniciador al

doble. Por otro lado, se observa una tendencia a la disminucion del
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tamafio en los nanogeles, al utilizar una concentracion al 5% de

entrecruzante.

En los siguientes graficos se observa la distribuciéon de tamafios de los
nanogeles, respecto a las proporciones, PEGMA:MAOB (60:40),
PEGMA:MAOB (70:30), y PEGMA:MAOB (80:20), comparando los

entrecruzantes EGDMA y DVA a un 3% y 5%.

25 _ —u— EGDMA3%/MACB40%
—e— DVA3%/MAOB40%
—a— EGDMAS5%/MACB40%
—v— DVAS5%/MAOB40%

V.

20 /\

£
% 10 - /&/ j}\.\A\
= . \ N
) // \ .
0 —4—4—4‘./}/ ‘ . '\— -.\:\:\Faq-—:—\r:;h———-—w-—

Tamaiio (d.nm)

Figura 10. Diametro hidrodinamico de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40),

entrecruzados con EGDMA o DVA

En la grafica anterior se observa que al comparar las distribuciones de
tamafos de los nanogeles con entrecruzantes al 3% no hay un cambio

significativo entre EGDMA y DVA; Sin embargo, al aumentar a un 5% el
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entrecruzante DVA se logra obtener un tamafio de particula (Dh) de 167.1
nm y una distribucién con PDI de 0.050, siendo la reaccién con mejores

resultados en la proporcion PEGMA:MAOB (60:40).

—a— EGDMA3%/MAOB30%
—e— DVA3%/MAOB30%
16 _ —a— EGDMAS5%/MAOB30%
—v— DVAS%/MAOCB30%

Intensidad (%)

100 1000 10000

Tamaiio (d.nm)

Figura 11. Diametro hidrodinamico de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30),

entrecruzados con EGDMA o DVA

En la gréfica 11, se puede apreciar que al aumentar la concentracion del
comonomero PEGMA, no existe un efecto sobre el tamafios de particula
(Dh) respecto a la proporcion anterior PEGMA:MAOB (60:40). Asi mismo
no se observdo cambio significativo al utlizar 3% y 5% de los

entrecruzantes EGDMA o DVA.
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Figura 12. Diametro hidrodinamico de nanogeles PEGMA:MAOB (80:20),

entrecruzados con EGDMA o DVA

Como se puede observar en la gréfica anterior, la proporcion
PEGMA:MAOB (80:20), entrecruzada al 3% con DVA obtuvo tamafios de
particula (Dh) menores al resto, siendo su Dh de 173.9 nm con un PDI de
0.006. Por otro lado, en la reacciéon utilizando EGDMA al 5%, se logro
obtener el tamafio mas pequefio (Dh. 227.2 nm) utilizando este

entrecruzante con respecto a las demas proporciones de PEGMA:MAOB

estudiadas.
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IV.2.2 Liofilizacion de nanogeles de PEGMA:MAOB

Los nanogeles purificados fueron liofilizados transcurridas las 48 horas,
obteniendo un material blanco esponjoso. A partir de este procedimiento,
se logré obtener el rendimiento de los nanogeles, el cual se puede
observar en la siguiente tabla 4.

Tabla 4. Rendimiento de los nanogeles PEGMA:MAOB

CODIGO Nanogeles APS  Rendimiento
(% %
mol)
001 EGDMA 30,/ MAOB5, 2% 24.04
003 EGDMA;y/MAOB 490 2% 33.29
004 DVAz/MAOB 499 2% 36.81
014 EGDMA5y/MAOB 490 2% 31,37
019 DVAs,/MAOB 409 2% 35.11
009-1 EGDMA;y/MAOB 490 4% 26.27
009-2 DVAz/MAOB 409 4% 24.67
008-2 EGDMA3y/MAOB g0, 2% 22.83
017 DVAz4/MAOB3u, 2% 19.77
018 EGDMAS5y,/MAOB g0, 2% 26.95
020 DVAs,/MAOB30, 2% 18.63
022 EGDMA3y/MAOB g, 2% 24.57
023 DVA;,,/MAOB gy, 2% 18.95
015 EGDMAS5,,/MAOB g, 2% 17.12
021 DVAs5,,/MAOB gy, 2% 19.34

IV.2.3 Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles PEGMA:MAOB

Los nanogeles sefalados previamente en la tabla 4, fueron expuestos a
diferentes pH (3 al 9) para evaluar el efecto sobre el diametro

hidrodinamico de los nanogeles al ser expuestos a un ambiente diferente.
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Esto con la finalidad de conocer el potencial para ser aplicados en
sistemas bioldgicos, circulacidon sanguinea y células tumorales. Para este
estudio se utilizaron 20 pL de nanogeles en 980 uL del buffer, y fueron
leidas mediante dispersiéon de luz dinamica (DLS) para obtener el diametro

hidrodinamico (Dh) y PDI.

—=— DVA 5%
—eo— EGDMA 5%
450 —&— DVA 3%
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Figura 13. Efecto del pH sobre el diametro hidrodinamico de los
nanogeles PEGMA:MAOB (80:20), con diferentes porcentajes de

entrecruzantes

En la figura 13. se observa tanto en el grupo de nanogeles con
EGDMA/MAOB, y DVA/MAOB, que el efecto con pH acidos hay una

disminucion en el tamafio de los nanogeles, esto es por el colapso de las
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particulas por efecto del ndcleo acido (MAOB) no ionizado. Por otro lado,
el efecto con pH béasicos 8 a 9 y pH neutros 7.0 y 7.4, se puede observar
un hinchamiento de los nanogeles debido a la ionizacion de las cargas del

MAOB.

En el estudio del efecto de pH en los nanogeles MAOB:PEGMA, se
observd que a medida que se entrecruzan con mayor porcentaje los
nanogeles tienen mayor estabilidad en el tamafio (dh.nm). Los nanogeles
entrecruzados con EGDMA mostraron mayor estabilidad en el tamafio que
los nanogeles entrecruzados con DVA. El efecto del tamafio en general se
mostré un cambio significativo al entrar en el rango de pH 7.0, 7.4, 8.0 y
9.0, en la mayoria de las reacciones sintetizadas al ser leidas en el equipo

de DLS mostraron mas de una distribucién. Sin embargo, se observo que
en los nanogeles PEGMA:MAOB  (80:20)/EGDMAsym0, dentro del de pH
7.0, 7.4, 8.0, y 9.0, aumento ligeramente el tamafio (dh.nm), y no

colapsaron por el cambio de pH; teniendo mayor potencial para estudios

de liberacion.
I\V.2.4 Espectrofotometria de infrarrojo

Se tomaron muestras liofilizadas de nanogeles PEGMA:MAOB en la
proporcion 60:40 (%w/w), entrecruzadas al 3% con DVA y EGDMA
independientemente, a fin de obtener espectros de infrarrojo, comparar, y

asegurar la co-polimerizacién entre los monémeros.
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Figura 14. Espectros de IR de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40),

entrecruzados con EGDMA y DVA.

Como se observa en la figura 14, se observan los espectros de IR del

monomero MAOB, los nanogeles PEGMA:MAOB  (60:40)/EGDMAzmol,
y los nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVA;ymo. En ambos espectros

de IR de los nanogeles se observaron bandas caracteristicas del PEGMA

de acuerdo al espectro IR de referencia (Sigma-Aldrich), a 2872 cm™ se
observa una banda correspondiente al estiramiento C-H, a 1749 cm™
indicando la vibracién del estiramiento C=0. En relacién con el MAOB, a

1716.89 cm™, observamos una banda relativa al estiramiento C=0 del
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carbonilo del &cido carboxilico, a 1605-1606 cm™ se observa el
estiramiento correspondiente a H,C=C de la zona vinilica, a 749-751 cm?
se observa el estiramiento correspondiente a la otro di sustitucion de

nuestra molécula el MAOB.

IV.2.5 Determinacion de contenido de acido mediante titulaciéon

acido-base

Con la finalidad de cuantificar la cantidad de &cido incorporado en
el nucleo de los nanogeles, se utilizé el método de retro titulacion acido-
base. En el anexo 48 y 49 puede observarse las curvas de titulacion y la
curvas de la derivada del pH utilizadas para desarrollar el célculo de
porcentaje de &cido contenido en los nanogeles estudiados. El contenido
de MAOB, fue calculado mediante la ecuacion 1. En la tabla 5, se

presentan los resultados obtenidos.

L. AVol tit * M tit * PM acido
% acido = x 100
W muestra (mg)

Ecuacién 1. Ecuacion para obtener el contenido de acido
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Tabla 5. Porcentaje de MAOB incorporado a los nanogeles.

CcODIGO Nanogeles APS % %
(%  Teodrico Experimental
mol)
001 EGDMAz,,MAOB:sy, 2% 50 24.04
003 EGDMA3y,/MAOB,00, 2% 40 33.29
004 DVA;3y/MAOB 409, 2% 40 36.81
014 EGDMAsy,/MAOB,00, 2% 40 31.37
019 DVA5/MAOB 409, 2% 40 35.11
009-1 EGDMA;3y/MAOB4, 4% 40 26.27
009-2 DVA;3:,/MAOB 409, 4% 40 22.88
008-2 EGDMA3,,/MAOBgzyy, 2% 30 47.67
017 DVA:0,/MAOB 3¢y, 2% 30 19.77
018 EGDMAsy/MAOB30, 2% 30 26.93
020 DVAsy/MAOB3, 2% 30 18.63
022 EGDMA3,,/MAOB,y, 2% 20 24.57
023 DVA;3y/MAOB g, 2% 20 18.95
015 EGDMAsy,/MAOB,y, 2% 20 17.12
021 DVAsy/MAOB 0, 2% 20 19.34

IV.2.6 Microscopia Electronica de Barrido de Emision de Campo

(FESEM)

Se realizo la microscopia electrénica de barrido en las muestras en las

muestras EGDMA3,/MAOB o, Y DVA3,/MAOB g, para realizar comparacion.

Asi mismo se obtuvieron micrografias para la muestra EGDMAs,,/MAOB g,

la cual obtuvo mejores resultados en los estudios de liberacién y mayor

estabilidad en su diametro hidrodinamico en pH 7.4y 6.0.
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Figura 15. FESEM-Micrografias de nanogeles MAOB-PEGMA

(80:20)/EGDMA35mol

100nm ITT-JEOL 4/25/2018 lpm  ITT
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Figura 16. FESEM-Micrografias de nanogele -PG

(80:20)/DVAss6mol
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Figura 17. FESEM-Micrografias de nanogeles EGDMAs,,/MAOB 3y
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V.3 ESTUDIO DE HIDROLISIS-LIBERACION DEL FARMACO ACIDO

SALICILICO

Con el fin de evaluar la liberacion de acido salicilico en los nanogeles se
realizod el estudio de hidrolisis descrito en el punto 111.9.; se obtuvieron
muestras de 5 mL a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 y 72 horas,
provenientes de los 50 mL de medio buffer de pH 7.4/6.0 y se leyeron por
UV-Vis a una longitud de 296 nm, midiendo absorbancia. La concentracion
del acido salicilico liberado fue calculado por extrapolacion de datos de la
curva de calibracion (Anexo 1 al 12). Para obtener la fraccion liberada/
porcentaje del farmaco liberado con respecto al tiempo, se utilizaron los
célculos que se muestran en los anexos 13 al 37. Los estudios de
liberacion se realizaron para los nanogeles mencionados en la tabla 6. La

figura 18, se muestran los resultados obtenidos en la liberacién de los

nanogeles PEGMA:MAOB  (80:20)/EGDMAsymo;, Mismos que tuvieron

mejores resultados en el estudio de efecto de pH sobre el diametro

hidrodindmico en los nanogeles.

65



1.2

R
N—
<)
L 038
S
kS
“ 06 .=
< ] —0—pH 6.0
S !
.g 0.4 | pH 7.4
L.
)
e
-

0.2

0
0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 18. Liberacién de los nanogeles PEGMA:MAOB

(80:20)/EGDMAssmo, a 37° C.

En la figura 18, se puede apreciar que, en ambos pH, se obtuvo una
respuesta rapida, debido a que en la primera medicion a las 2 horas se
obtuvieron absorbancias altas, y después fue aumentando
progresivamente hasta las 24 horas. En las ultimas dos mediciones a las
48 y 72 horas, no se observa un aumento significativo en la absorbancia, y
se observa una liberacion total del 91% a las 48 horas en ambos pH. El
estudio detallado para cada uno de los nanogeles estudiados puede ser

observado del anexo 13 al 36.
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Tabla 6. Estudio de Liberacién en nanogeles y su DhenpH 7.4y 6.0

CODIGO Nanogeles APS Tamafio Tamafio Tamafo
(% mol) pH7.4 pHB6.0

003 EGDMA 34/ MAOB 499, 2% 242.4 574.0 274.5
004 DVA;z,,/MAOB 409 2% 255.5 RQR* 389.2
014 EGDMAs5y/MAOB 499, 2% 338.2 526.8 369.8
019 DVAg,,/MAOB 409 2% 167.1 RQR* 194.3
008-2 EGDMA;y/MAOB3¢q, 2% 279.4 367.0 263.3
017 DVA;z,,/MAOB 309, 2% 353.5 RQR* 351.4
018 EGDMA5,/MAOB 3y, 2% 337.9 4457 348.5
020 DVAs,,/MAOB 309, 2% 275.2 RQR* 300.8
022 EGDMA34,/MAOB 09, 2% 173.9 318.5 189.1
023 DVA;z,/MAOB 09, 2% 254.6 RQR* 263.8
015 EGDMAs5y/MAOB 29, 2% 227.3 264.7 224.2
021 DVAg,,/MAOB 09, 2% 286.2 RQR* 341.6

IV.3.1 Caracterizacion por Cromatografia de Gases-Espectrometria de

Masas (GC/MS)

Las muestras correspondian a un volumen aproximado de 50 ml, a las
cuales se le bajo el pH a 2.0 con HCL 1.0 N, y extraidas con el disolvente
diclorometano o éter etilico. Las muestras se dejaron volatilizar por 24
horas y se diluyeron en metanol, para obtener una concentracion de 500
microgramos/ml. Las muestras fueron colocadas en viales de 1.5 mL, para
su posterior analisis en el equipo de cromatografia de gases-

espectrometria de masas (GC/MS).
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Figura 19. Cromatograma de los nanogeles liberados PEGMA:MAOB

(80:20)/EGDMAsymo, @ pH 7.4 a 37 °C - (GC/MS)

En la figura 19, se observa Las muestras correspondian a las liberacion de
la reaccion de PEGMA:MAOB (80:20)/EGDMAswmo, @ pH 7.4 a 37 °C -
(GC/MS). El espectro de masas mostro el ion molecular correspondiente al
acido salicilico (137.97 m/z), asi mismo se observo el ion m/z 120.08, ion
m/z 92.05, entre otras que demuestran perdidas l6gicas hacia masas

bajas que conforman la molécula.

68



CAPITULO V.

CONCLUSIONES
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En este proyecto se logré sintetizar y evaluar las propiedades de
nanogeles constituidos de un nicleo entrecruzado por un copolimero de

PEGMA y acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB).

El acido metacriloiloxi-o-benzoico (MAOB), sintetizado se logré incorporar
al nanogel, mediante la técnica de polimerizacibn en emulsién sin
detergente con diferentes concentraciones de entrecruzantes EGDMA o
DVA. Fue posible lograr nanogeles menores a 200 nandmetros utilizando
ambos entrecruzantes. Los nanogeles demuestran mayor estabilidad al
efecto de pH a medida que el macromero PEGMA aumenta en la
proporcion y el entrecruzante es agregado en mayor porcentaje. Los
estudios de liberacion demostraron que en un medio de pH 6.0 y pH 7.4,
simulando las condiciones fisiologicas, el profarmaco polimérico es
hidrolizable en su grupo éster, para formar acido salicilico, el cual pudo ser
cuantificado mediante rectas de calibracion de acido salicilico, utilizando
espectrofotometria de ultravioleta visible a una longitud de onda de 296
nm. Los resultados del estudio en los nanogeles demuestran la
caracteristica de ser menores a 200 nm, de tal forma que pueden
facilitarse la entrada de los nanogeles hacia las células mediado por
endocitosis para incorporarse al interior de la célula; asi mismo, poseen la
caracteristica de ser biocompatibles al contener cadenas de polietilenglicol
en su superficie, lo cual le confiere propiedades de camuflaje ante el
sistema fagocitico mononuclear y asi aumentar su circulacion en el

torrente sanguineo. El estudio de hidrolisis de farmaco demuestra que los
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nanogeles responden al pH, y son candidatos para futuras aplicaciones
biomédicas, considerando que diferentes microambientes en tejidos
tumorales, endosomas, lisosomas, y piel tienen un pH mas acido en

comparacion al tejido normal (7.4).
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Anexo 1. Rectas de calibracion para cuantificacion de acido salicilico a pH
74 'y 6.0, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB

(60:40)/EDGMAsymol
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Anexo 2. Rectas de calibracién para cuantificacién de acido salicilico a pH
7.4y 6.0, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVAsymol
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Recta calibracién acido salicilico pH=6.0
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Anexo 3. Rectas de calibracién para cuantificacién de acido salicilico a pH
74 'y 6.0, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB

(60:40)/EDGMAsu%mol
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Anexo 4. Rectas de calibracion para cuantificacion de acido salicilico a pH
7.4y 6.0, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVAsymol
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7.4y 6.0, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/DVAssmol
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Recta calibracidn acido salicilico pH= 6.0 y = 20.904x + 0.0361
R? =0.9989
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concentracién (mg/ml)
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Anexo 7. Rectas de calibracion para cuantificacion de acido salicilico a pH

7.4

y

6.0,

para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB

(70:30)/EGDMAsmol
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Absorbancia
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o
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Recta calibracién acido salicilico pH= 6.0 y =21.085x + 0.0351
R? = 0.9993
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Anexo 8. Rectas de calibracion para cuantificacion de acido salicilico a pH
7.4y 6.0, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/DVAsymol
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88



Recta calibracién acido salicilico pH= 6.0 y =21.127x+ 0.0352

1.2 R? = 0.9996

cese® ..................... .e ................. . ..................
@ (3

Absorbancia

0 0.005 0.01 0.015 002 0025 0.03 0035 0.04 0.045 0.05

concentracién (mg/ml)

Anexo 9. Rectas de calibracién para cuantificacion de acido salicilico a pH
74 'y 6.0, para Liberacibn de nanogeles PEGMA:MAOB

(80:20)/EGDMA35mol

Recta calibracién acido salicilico pH=7.4 y=21.479x + 0.0273
1 R2 = 0.9996
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........... ®

v e r 32
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04 .................... . .....
" @ @
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Anexo 10. Rectas de calibracién para cuantificaciéon de acido salicilico a
pH 74 vy 6.0, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB

(80:20)/DVAasmol
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Recta calibracién acido salicilico pH= 6.0 y =21.354x + 0.029
R? = 0.9996
..... ®
seeeset Y YO
......... PR
. .........
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Anexo 11. Rectas de calibracion para cuantificacion de &cido salicilico a
pH 74 vy 6.0, para Liberacibn de nanogeles PEGMA:MAOB

(80:20)/EGDMASsu%mol

Absorbancia

Recta calibracién &cido salicilico pH=7.4 y =20.481x + 0.0441
R?=0.9977

0 0.005 0.01 0.015 002 0025 0.03 0035 0.04 0.045 0.05
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Recta calibracién acido salicilico pH= 6.0

y =20.846x + 0.0355

n ()'5 3 =0.9983
=
[ J
@ @t
| PSRRI
...............
@ [
0

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04  0.045 0.05

concentracién (mg/ml)

Anexo 12. Rectas de calibracion para cuantificacion de &cido salicilico a
pH 74 vy 6.0, para Liberacibn de nanogeles PEGMA:MAOB

(80:20)/DVAssmol

Recta calibracién acido salicilico pH=7.4 y =21.238x + 0.0315

2 _
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Recta calibracién acido salicilico pH=7.4
y =21.027x + 0.0315

1.2 R? =0.9993
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Anexo 13. Andlisis para cuantificar la liberacién de acido salicilico, pH 7.4 a 37
°C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/EDGMAz44mo-

Tiempo ABS ABS | concentracion
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas lectura (1:2) x=ABS-b/m
2 0.171 - 0.009478602|0.047393008 | 0.52132309|0.52132309 | 0.1064546
4 0.201 - 0.01088909 | 0.054445449 | 0.59889994 | 0.64629295 | 0.13197355
6 0.206 - 0.011124171|0.055620856 | 0.61182942 | 0.71366787 | 0.14573157
8 0.25 - 0.013192887|0.065964436| 0.7256088 | 0.88306811 |0.18032324
10 0.302 - 0.015637734|0.078188668 | 0.86007535 | 1.0834991(0.22125141
12 0.362 - 0.01845871 | 0.09229355|1.01522905|1.31684147|0.26890012
24 0.793 - 0.038722725|0.193613623|2.12974985 | 2.52365582 | 0.5153326
48 1.219 0.615|0.060707655 | 0.303538276 | 3.33892104 | 3.92644063 | 0.80178242
72 1.389 0.74410.072837854 | 0.364189271 | 4.00608198 | 4.89713984

Anexo 14. Analisis para cuantificar la liberacion de &cido salicilico, pH 6.0 a 37
°C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/EDGMAzymol-

Tiempo ABS ABS | concentracion
Peso W (mg) | PesoW (mg) | PesoW(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas | lectura (1:2) x=ABS-b/m
2 0.678 0.204 | 0.036984024 |1 0.184920119|2.03412131 | 2.03412131 | 0.19003064
4 0.778 0.25]0.043649452 | 0.21824726|2.40071986 | 2.58563998 | 0.24155434
6 0.873 0.311|0.052488389 | 0.262441947 | 2.88686142 | 3.29002879 | 0.30735939
8 1.334 0.325|0.054516998 | 0.27258499 | 2.99843489 | 3.66404421 | 0.34230047
10 1.265 0.256|0.044518856 | 0.222594278 | 2.44853706 | 3.38673138 | 0.31639349
12 1.291 0.268|0.046257663 | 0.231288315 | 2.54417147 | 3.70496006 | 0.34612289
24 1.587 0.509|0.081178711|0.405893554 | 4.46482909 5.856906 | 0.54716089
48 1.951 0.887|0.135951142 | 0.679755712 | 7.47731284 | 9.2752833|0.86651079
72 2.151 0.981 0.1495718|0.747859001 | 8.22644901 | 10.7041752
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Anexo 15. Andlisis para cuantificar la liberacién de acido salicilico, pH 7.4 a 37
°C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS | concentracién
Peso W (mg) Peso W (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas | lectura (1:2) x=ABS-b/m
2 0.425 0.226|0.021757256 | 0.10878628 | 1.19664908 | 1.19664908 | 0.18314701
4 0.552 0.301/0.028617414 |1 0.143087071 | 1.57395778 | 1.68274406 | 0.2575438
6 0.615 0.303|0.028800352 | 0.144001759 | 1.58401935| 1.8358927|0.28098318
8 0.67 0.325|0.030812665 | 0.154063325 | 1.69469657 | 2.09057168 | 0.31996177
10 0.705 0.3480.032916447 | 0.164582234 | 1.81040457 | 2.36034301 | 0.36125024
12 0.73 0.362| 0.03419701|0.170985048 | 1.88083553 | 2.5953562 |0.39721899
24 1.016 0.508|0.047551451|0.237757256 | 2.61532982 | 3.50083553 | 0.5358025
48 1.519 0.776|0.072065084 | 0.360325418 | 3.9635796 | 5.08684257 | 0.77854071
72 1.94 0.99210.091822339|0.459111697 | 5.05022867 | 6.53381706

Anexo 16. Analisis para cuantificar la liberacion de &cido salicilico, pH 6.0 a 37
°C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVA3zsmol-

Tiempo | ABS ABS ABS concentracién
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra | muestra
diluida diluida | (mg/ml), x=ABS-
Horas | lectura (1:2) (1:3) b/m
2 0.292 - - 0.012083752 | 0.06041876| 0.66460637 | 0.66460637 | 0.07716754
4 0.484 - - 0.020445561|0.102227806 | 1.12450586|1.18492462 | 0.13758176
6 0.552 - - 0.023407035|0.117035176| 1.28738693 | 1.4500335|0.16836359
8 0.655 - - 0.027892797|0.139463987| 1.53410385|1.81378559 | 0.21059889
10 0.736 - - 0.031420436|0.157102178| 1.72812395|2.14726968 | 0.24931977
12 0.822 - - 0.035165829|0.175829146| 1.9341206|2.51036851|0.29147923
24 1.396 0.844 - 0.072247906 | 0.361239531 | 3.97363484 |4.72571189 | 0.54870305
48 2.156 1.283 0.929| 0.119477387|0.597386935| 6.57125628 | 7.68457286 | 0.8922568
72 2.311 1.688 0.975| 0.125487437|0.627437186 | 6.90180905 | 8.61251256
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Anexo 17. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 7.4

a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB
Tiempo | ABS ABS concentracion
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |Lectura (1:2) x=ABS-b/m
2| 0.163 - 0.009442816 | 0.047214081 | 0.51935489| 0.51935489|0.11031233
4| 0.215 - 0.01191946 | 0.059597301 | 0.65557031 | 0.70278439|0.14927323
6| 0.226 - 0.012443366 | 0.062216828 | 0.68438511| 0.7911965|0.16805219
8| 0.268 - 0.014443732| 0.07221866| 0.79440526 | 0.96343347 |0.20463578
10| 0.312 - 0.016539354| 0.08269677 | 0.90966447 | 1.15091134 |0.24445656
12| 0.382 - 0.019873298 | 0.09936649 | 1.09303139| 1.41697503 | 0.30096918
24| 0.783 - 0.038972034| 0.19486017| 2.14346187 2.566772|0.54518905
48| 1.302 0.673 | 0.067465958 | 0.337329792| 3.71062771| 4.32879801|0.91944796
72| 1.357 0.681 | 0.068228003 | 0.341140013| 3.75254015| 4.70804024

Anexo 18. Analisis para cuantificar la liberacién de acido salicilico, pH 6.0 a 37
°C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/EDGMAswmo-

Tiempo | ABS ABS concentracién
Peso W (mg) Peso W (mg) | Peso W(mg) Fraccién
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas | lectura (1:2) x=ABS-b/m
2 0.654 - 0.034219805| 0.171099027| 1.8820893| 1.8820893|0.26277571
4 0.774 - 0.04002014 0.2001007| 2.2011077|2.37220673|0.33120549
6 0.883 - 0.045288777 | 0.226443887 | 2.49088275 | 2.86208248 | 0.39960153
8 0.944 - 0.048237281| 0.241186404 | 2.65305044 | 3.25069406 | 0.45385915
10 0.884 - 0.045337113| 0.226685567 | 2.49354124 | 3.33237126|0.46526285
12 0.864 - 0.044370391 | 0.221851955|2.44037151 | 3.50588709 | 0.48948898
24 1.264 0.78410.081007003 | 0.405035013 |4.45538514 |5.74275268 | 0.80179826
48 1.493 0.857|0.088064076 | 0.440320382| 4.8435242|6.53592675 |0.91254055
72 1.537 0.892|0.091447605 | 0.457238024|5.02961827 | 7.1623412
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Anexo 19. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 7.4
a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS concentracién
Peso W (mg) | PesoW (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |lectura (1:2) x=ABS-b/m
2 1.11 0.38 0.038684003|0.193420016 | 2.12762017 | 2.12762017 | 0.44200971
4| 1.129| 0.382 |0.038873128|0.194365642|2.13802206 |2.33144208 | 0.48435339
6| 1.065| 0.356 0.0364145|0.182072498 | 2.00279748 | 2.39058314 | 0.49663985
8| 1.124| 0.379 |0.038589441|0.192947203 |2.12241923|2.69227738 | 0.55931635
10 1.05 0.36 0.03679275|0.183963751 | 2.02360126 | 2.78640662 | 0.57887154
12 1.43| 0.495 |0.049558708|0.247793538|2.72572892 |3.67249803 | 0.76295563
24| 1.478| 0.499 |0.049936958|0.249684791 | 2.7465327|3.94109535 |0.81875629
48 | 1.628| 0.562 |0.055894405|0.279472025|3.07419228 |4.51843972|0.93869867
72| 1.664| 0.565 |0.056178093|0.280890465 |3.08979511|4.81351458

Anexo 20. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 6.0
a 37 °C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS concentracion
Peso W (mg) | PesoW (mg) | PesoW(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |lectura (1:2) x=ABS-b/m
2| 1.081| 0.533 0.05551623|0.277581148 | 3.05339263 | 3.05339263 | 0.5234818
4| 1.121| 0.589 |0.060856409 |0.304282047|3.34710251 |3.62468366 |0.62142546
6| 1.079| 0.526 |0.054848707|0.274243536|3.01667889 |3.59854209|0.61694368
8| 1.025| 0.505 0.05284614|0.264230699 | 2.90653769 | 3.76264442 | 0.64507782
10| 0.973| 0.495 |0.051892536|0.259462681 |2.85408949 |3.97442692 | 0.68138638
12| 0.917| 0.447 |0.047315239|0.236576197|2.60233816 |3.98213827|0.68270844
24| 0.978| 0.494 |0.051797176|0.258985879 |2.84884467 | 4.46522098 | 0.76552943
48 1.07| 0.549 |0.057041995|0.285209976 |3.13730974 |5.01267192 | 0.85938588
72| 1.277| 0.651 |0.066768751|0.333843756 |3.67228131 |5.83285348
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Anexo 21. Andlisis para cuantificar la liberacién de acido salicilico, pH 7.4 a 37

°C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/EDGMA 344mo-

Tiempo ABS | concentracién
Pleso W (mg) Peso'W (mg) Peso W(mg) Fraccion libre
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido
(mg/ml),
Horas | lectura | x=ABS-b/m
2 0.24|0.012630959 | 0.063154794 | 0.69470274 | 0.69470274 0.29439824
4| 0.251|0.013149357|0.065746783|0.72321461| 0.7863694 0.33324436
6| 0.269|0.013997644 |0.069988218 | 0.7698704 | 0.89877198 0.38087785
8| 0.272]0.014139025|0.070695124 | 0.77764637 | 0.97653616 0.41383244
10| 0.275|0.014280406| 0.07140203|0.78542233|1.05500725 0.44708659
12 0.31|0.015929853 | 0.079649266 | 0.87614192 | 1.21712887 0.51578982
24 0.33/0.016872394 | 0.084361972|0.92798169 | 1.34861791 0.57151169
48| 0.517|0.025685155|0.128425775|1.41268352|1.91768171 0.81266719
72| 0.638]0.031387529|0.156937647|1.72631412 | 2.35973808
Anexo 22. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 6.0
a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB
(70:30)/EDGMAssmol-
Tiempo| ABS concentracion L,
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) Medio 50 ml extraido libre
(mg/ml), x=ABS-
Horas | lectura b/m
2 0.106| 0.006610918 | 0.033054591| 0.3636005| 0.3636005 |0.24905292
4 0.145| 0.008464327| 0.042321635| 0.465537990.49859258|0.34151751
6 0.158| 0.00908213| 0.04541065| 0.49951715|0.57489338|0.39378075
8 0.202| 0.011173155| 0.055865777| 0.61452355|0.73531042| 0.5036605
10 0.242| 0.013074088 | 0.065370438| 0.71907482|0.89572747|0.61354026
12 0.306| 0.016115579| 0.080577896| 0.88635685|1.12837994 | 0.77289861
24 0.467| 0.023766831| 0.118834156| 1.30717571| 1.6297767|1.11633689
48 0.237| 0.012836471| 0.064182355| 0.70600591|1.14744105|0.78595477
72 0.332| 0.017351185| 0.086755925| 0.95431518|1.45993268

96




Anexo 23. Andlisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 7.4
a 37 °C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS concentracién
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida | (mg/ml), x=ABS-
Horas | lectura (1:2) b/m
2 0.938| 0.457 0.047229167|0.236145833 | 2.59760417 | 2.59760417 | 0.97036237
4 1.017| 0.511 0.052390931|0.261954657 | 2.88150123 |3.11764706 | 1.16462986
6 1.06| 0.535 0.054685049 | 0.273425245| 3.0076777 |3.50577819 | 1.30962033
8 0.177 - 0.01023223|0.051161152 | 0.56277267 | 1.33429841 | 0.49844121
10 0.148 - 0.008846201 {0.044231005 | 0.48654105 |1.30922794 | 0.48907587
12 0.172 - 0.00999326 | 0.049966299 | 0.54962929 | 1.41654718 | 0.5291661
24 0.227 - 0.012621936|0.063109681 | 0.6942065|1.61109069 | 0.60183988
48 0.573 - 0.029158701|0.145793505 | 1.60372855 | 2.58372243 | 0.9651767
72 0.553 - 0.028202819{0.141014093 | 1.55115502 | 2.6769424

Anexo 24. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 6.0
a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/DVAss%mol-

Tiempo | ABS ABS concentracién
Peso W (mg) | PesoW (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas | lectura (1:2) x=ABS-b/m
2 0.924| 0.466 |0.048036185|0.240180926|2.64199019 |2.64199019 |0.32514955
4 0.994| 0.492 |0.050523766|0.252618829|2.77880711|3.01898804 | 0.37154665
6 1.027| 0.503 |0.051576204|0.257881018 | 2.8366912 |3.32949095 |0.40976023
8 1.169| 0.582 |0.059134621|0.295673106 | 3.25240417 | 4.00308494 | 0.49265939
10 1.223| 0.608 |0.061622202|0.308111009| 3.3892211|4.43557498 | 0.54588591
12 1.285| 0.647 |0.065353573|0.326767863 | 3.59444649 |4.94891138 | 0.60906219
24 2.206| 1.103 |0.108981907 |0.544909537|5.99400491|7.67523766 | 0.94459098
48 1.975| 0.987 |0.097883471|0.489417357|5.38359092|7.60973321|0.93652935
72 1.988| 0.992 |0.098361852|0.491809261 | 5.40990187 |8.12546151
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Anexo 25. Anadlisis para cuantificar la liberaciéon de acido salicilico, pH 7.4 a 37

°C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/EGDMAsymol-

Tiempo | ABS ABS | concentracion
Peso W (mg) | Peso W (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |lectura| (1:3) x=ABS-b/m
2 0.82| 0.28 |0.030202316(0.151011578|1.66112736|1.66112736 |0.33574041
4 0.93| 0.298 |0.031913467 |0.159567337|1.75524071 | 1.90625229 | 0.38528408
6| 0.983| 0.313 |0.033339427|0.166697136 | 1.83366849|2.14424741|0.43338671
8 0.98| 0.31 |0.033054235|0.165271176|1.81798294 | 2.29525899 | 0.46390856
10| 0.996| 0.323 |0.034290067|0.171450335|1.88595369 | 2.52850091 | 0.51105049
12 1.01| 0.331 |0.035050579|0.175252895|1.92778184 | 2.7417794|0.55415748
24| 1.159| 0.39 |0.040659354 |0.406593541 |2.23626447 |3.22551493 | 0.65192817
48| 1.491| 0.508 |0.051876904 |0.259384522 |2.85322974|4.24907374 | 0.85880578
72| 1.696| 0.592 |0.059862279|0.299311395 |3.29242535 | 4.94765387

Anexo 26. Andlisis para cuantificar la liberacién de acido salicilico, pH 6.0 a 37

°C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/EGDMAsymo-

Tiempo ABS ABS concentracion »
Peso W (mg) Peso W (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra (mg/ml),
Horas | lectura | diluida (1:2) x=ABS-b/m
2 0.985 0.489 0.049709352|0.248546759 | 2.73401435 | 2.73401435 | 0.37190798
4 1.136 0.561 0.056538976| 0.28269488 | 3.10964368 | 3.35819044 | 0.45681465
6 1.195 0.612 0.061376627|0.306883133 | 3.37571446 | 3.9069561 | 0.53146324
8 1.222 0.618 0.061945762|0.309728809 | 3.4070169 |4.24514168 | 0.57746663
10 1.249 0.629 0.062989177|0.314945883 | 3.46440472 | 4.6122583 | 0.6274055
12 1.258 0.633 0.0633686|0.316843001 | 3.48527301 | 4.94807248 | 0.67308631
24 1.632 0.811 0.080252949|0.401264745 | 4.4139122|6.19355466 | 0.84250925
48 1.704 0.867 0.085564879|0.427824395 | 4.70606834 | 6.88697556 | 0.9368353
72 1.753 0.874 0.08622887|0.431144351 | 4.74258786 | 7.35131947

98




Anexo 27. Andlisis para cuantificar la liberacion de &cido salicilico, pH 7.4
a 37 °C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS concentracién
Peso W (mg) Peso W (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |lectura (1:3) x=ABS-b/m
2| 0.872| 0.288 |0.045103806| 0.225519031 |2.48070934 | 2.48070934 | 0.36627106
4| 1.055| 0.347 |0.053484793| 0.267423966 |2.94166363 |3.16718266 | 0.46762728
6| 1.054| 0.356 |0.054763249| 0.273816245|3.01197869 |3.50492169 | 0.51749367
8| 1.058| 0.358 0.05504735| 0.275236751|3.02760426 | 3.7943635|0.56022909
10| 1.034| 0.352 |0.054195046 | 0.270975232|2.98072755 |4.02272355 | 0.59394593
12 1.1| 0.359 |0.055189401| 0.275947004 |3.03541705|4.34838827|0.64202958
24| 1.298| 0.431 |0.065417046| 0.32708523|3.59793753|5.18685576 |0.76582739
48| 1.541| 0.522 |0.078343653 | 0.391718266 | 4.30890093 | 6.22490439 | 0.9190929
72| 1.548| 0.542 ]0.081184666 | 0.405923329|4.46515662 |6.77287835

Anexo 28. Andlisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 6.0
a 37 °C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS concentracién
Peso W (mg) | PesoW (mg) | Peso W(mg) Fracciéon
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |lectura (1:3) x=ABS-b/m
2| 1.029| 0.345 |0.053982341|0.269911706 | 2.96902876 | 2.96902876 | 0.36171149
4| 1.086| 0.354 |0.055260331(0.276301657 |3.03931822|3.30922993| 0.4031576
6| 1.081| 0.347 |0.054266339|0.271331695 | 2.98464864 | 3.53086201 | 0.43015864
8| 1.033| 0.337 0.05284635|0.264231749 | 2.90654924 | 3.7240943 | 0.45369979
10| 0.976| 0.319 0.05029037|0.251451848 | 2.76597033 | 3.84774713 | 0.46876419
12| 0.929| 0.307 |0.048586383|0.242931913|2.67225105| 4.0054797|0.48798047
24| 0.734| 0.234 |0.038220462|0.191102312|2.10212543 3.678286|0.44811904
48| 1.234| 0.422 |0.064916257|0.324581285 | 3.57039414 |5.33765702 | 0.65027726
72| 1.484| 0.748 |0.111207901|0.556039505|6.11643455|8.20827872
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Anexo 29. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 7.4

a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB
Tiempo | ABS ABS | concentracidén
Peso W (mg) Peso W (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |lectura| (1:2) Xx=ABS-b/m
2| 0.578 - 0.02898285|0.144914249 | 1.59405674 | 1.59405674 | 0.24122234
4| 0.674 - 0.033536763|0.167683817 | 1.84452199 | 1.98943623 | 0.30105357
6| 0.659 - 0.032825214|0.164126072 | 1.80538679 | 2.11798486 | 0.32050633
8| 0.711 - 0.035291918|0.176459588 | 1.94105546 | 2.4177796|0.36587309
10| 0.887 - 0.043640759 | 0.218203795 | 2.40024174 | 3.05342547 | 0.46206288
12| 0.923 - 0.045348477|0.226742383 | 2.49416621 | 3.36555373 | 0.50929602
24| 1.134| 0.587 |0.058819558|0.294097792 |3.23507572 | 4.33320562 | 0.65572698
48| 1.558| 0.766 |0.075801861|0.379009305 |4.16910235 |5.56133005 | 0.84157422
72 1.76| 0.894 | 0.08794563|0.439728152 |4.83700967 | 6.60824667

Anexo 30. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 6.0

a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB
(80:20)/EDGMA356mo-
Tiempo | ABS | concentracion L,
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
(mg/ml),
Horas |lectura| x=ABS-b/m
2 0.18 | 0.009960856 | 0.049804281 | 0.54784709 | 0.54784709 0.157634
4 0.580.029043425|0.145217125|1.59738838 | 1.64719266 | 0.47395263
6| 0.568|0.028470948 | 0.14235474|1.56590214 | 1.76092355 | 0.50667683
8| 0.561|0.028137003 |0.140685015 | 1.54753517 | 1.88491131|0.54235227
10| 0.543|0.027278287|0.136391437|1.50030581 | 1.97836697 | 0.5692426
12| 0.669|0.033289297|0.166446483|1.83091131| 2.44536391 | 0.7036133
24| 0.749| 0.03710581|0.185529052|2.04081957| 2.82171865 | 0.81190319
48 0.79]0.039061774 | 0.195308869 | 2.14839755 | 3.11482569 | 0.89623993
72| 0.853|0.042067278|0.210336391 | 2.31370031 | 3.47543731
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Anexo 31. Andlisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 7.4
a 37 °C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (80:20)/DVAsymol-

Tiempo ABS concentracion .,
Peso W (mg) Peso W (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
(mg/ml),
Horas | lectura x=ABS-b/m
2 0.576|0.028585328 | 0.142926638 | 1.57219301 | 1.57219301 | 0.40610754
4 0.569|0.028255378 | 0.141276891 | 1.55404581 | 1.69697244 | 0.43833887
6 0.563|0.027972565 | 0.139862823 | 1.53849106 | 1.82269459 | 0.4708137
8 0.673|0.033157481 | 0.165787406 |1.82366147 |2.24772782 | 0.58060251
10 0.718|0.035278584 | 0.176392918 |1.94032209 | 2.53017585 | 0.65356065
12 0.729|0.035797075| 0.178985376 | 1.96883913 | 2.73508581 | 0.70649021
24 0.86310.042113246| 0.210566232|2.31622855| 3.2614606 | 0.84245619
48 0.872|0.042537467 | 0.212687334 | 2.33956067 | 3.49535896 | 0.90287364
72 0.935| 0.04550701| 0.22753505|2.50288555 |3.87137116

Anexo 32. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 6.0
a 37 °C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (80:20)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS | concentracion
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccién
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |lectura| (1:2) x=ABS-b/m
2| 0.557 - 0.027441763|0.137208814 | 1.50929695 | 1.50929695 0.311867
4 0.6 - 0.029455451|0.147277257 | 1.62004983 | 1.75725865 | 0.36310348
6| 0.617 - 0.030251561|0.151257805 | 1.66383585 | 1.94832193 | 0.40258301
8| 0.604 - 0.029642771|0.148213857 | 1.63035243 | 2.0660963 | 0.4269188
10| 0.592 - 0.029080812 | 0.145404059 | 1.59944464 | 2.18340238 | 0.45115783
12| 0.568 - 0.027956892 | 0.139784462 | 1.53762908 | 2.26699087 | 0.46842978
24 0.72 - 0.035075048 | 0.17537524]1.92912764| 2.7982739| 0.57820913
48| 0.867 - 0.041959054 | 0.209795269 | 2.30774796 | 3.35226945 | 0.69268158
72| 1.071| 0.667 |0.065186119|0.325930596 | 3.58523655 | 4.83955331
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Anexo 33. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 7.4

a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB
(80:20)/EGDMA5%mo|.
Tiempo| ABS |concentracion L,
Peso W (mg) Peso W (mg) | Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) | Medio 50 ml extraido libre
(mg/ml),
Horas | lectura | x=ABS-b/m
2| 0.588|0.030865415| 0.154327074|1.69759781|1.69759781|0.48760386
4 0.640.033404382 | 0.167021909| 1.837241|1.99156808 | 0.57204144
6| 0.664|0.034576213| 0.172881064 |1.90169171 |2.22304069 | 0.6385277
8| 0.669|0.034820344| 0.174101721|1.91511894 | 2.40934898 | 0.69204135
10 0.64|0.033404382 | 0.167021909| 1.837241|2.50557277|0.71967986
12| 0.638|0.033306729| 0.166533646 |1.83187011 | 2.66722379 |0.76611116
24| 0.681| 0.03540626| 0.177031299 |1.94734429|2.94923161|0.84711274
48| 0.707]0.036675743 | 0.183378717|2.01716588 | 3.19608451 | 0.91801671
72| 0.745|0.038531142| 0.192655712|2.11921283 | 3.48151017

Anexo 34. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 6.0

a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB
(80:20)/EGDMA5%mo|.
Tiempo| ABS | concentracion »
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) Medio 50 ml extraido libre
(mg/ml),
Horas |lectura| x=ABS-b/m
2| 0.603|0.030629766| 0.153148831 | 1.68463715| 1.68463715|0.44677537
4| 0.658|0.033268143| 0.166340713 | 1.82974785| 1.98289668 | 0.5258755
6| 0.682]0.034419434| 0.172097171| 1.89306888 | 2.21255843| 0.5867831
8| 0.693|0.034947109| 0.174735547 | 1.92209102| 2.41367774|0.64012109
10| 0.647|0.032740467| 0.163702337 | 1.80072571| 2.46704797|0.65427518
12| 0.641|0.032452645| 0.162263223 | 1.78489545| 2.61492005| 0.6934917
24| 0.717|0.036098401 | 0.180492005| 1.98541205| 2.97769988 | 0.78970297
48| 0.82410.041231242| 0.206156212 | 2.26771833 | 3.44049815|0.91243971
72| 0.871|0.043485855| 0.217429274 | 2.39172202| 3.77065806
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Anexo 35. Analisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 7.4
a 37 °C, para Liberacion de nanogeles PEGMA:MAOB (80:20)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS concentracién
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) Medio 50 ml extraido libre
muestra
diluida (mg/ml),
Horas |lectura (1:2) x=ABS-b/m
2| 0.571| 0.193 |0.021144513| 0.105722564|1.16294821 | 1.16294821| 0.35097941
4| 0.686| 0.228 0.02444042| 0.122202101 |1.34422311| 1.44994567 | 0.43759565
6| 0.792| 0.267 |0.028113003| 0.140565013 | 1.54621514 | 1.7741398| 0.53543789
8| 0.546| 0.187 0.0205795| 0.102897501 |1.13187251 | 1.50036219 | 0.45281142
10| 0.525| 0.171 0.0190728 | 0.095363999 | 1.04900398 | 1.52039116| 0.45885619
12| 0.903| 0.297 |0.030938066| 0.15469033|1.70159363| 2.2683448| 0.68458966
24| 1.015| 0.357 |0.036588193| 0.182940963| 2.0123506| 2.7337921| 0.82506231
48| 1.229| 0.415 |0.042049982| 0.210249909 2.312749|3.21713147 | 0.97093481
72| 1.197| 0.393 |0.039978269| 0.199891344 |2.19880478 | 3.31343716

Anexo 36. Andlisis para cuantificar la liberacion de acido salicilico, pH 6.0
a 37 °C, para Liberacién de nanogeles PEGMA:MAOB (80:20)/DVAsymol-

Tiempo | ABS ABS concentracion »
Peso W (mg) Peso W (mg) Peso W(mg) Fraccion
alicuota (5 ml) Medio 50 ml extraido libre
muestra (mg/ml),
Horas |lectura | diluida (1:2) x=ABS-b/m
2 0.61 0.194 0.021448082 | 0.107240412| 1.17964453| 1.17964453| 0.45367805
4| 0.672 0.225 0.024396683 | 0.121983416| 1.34181757| 1.44905798 | 0.55729144
6| 0.688 0.229 0.024777148|0.123885739| 1.36274313| 1.59196695| 0.61225263
8| 0.657 0.212 0.023160173|0.115800866 | 1.27380952| 1.62691909| 0.62569483
10| 0.643 0.21 0.022969941|0.114849704 | 1.26334675| 1.73225718| 0.66620667
12| 0.635 0.282 0.029818304 | 0.149091519| 1.64000671| 2.22376684 | 0.85523577
24| 1.539 0.522 0.05264618|0.263230901 | 2.89553991| 3.62839156| 1.39543868
48| 0.966 0.399 0.040946893 |0.204734467| 2.25207914| 3.2481617| 1.24920654
72| 0.704 0.236 0.025442961|0.127214804 | 1.39936284| 2.60017987
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Anexo 37. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los
nanogeles MAOB-PEGMA (50:50)/EGDMA39mol

Nanogeles PEGMA:MAOB (50:50)/EGDMA30,mol

Solucion acuosa Dh. Nm PDI

Crudo 440.5 0.176
Ph Dh. Nm PDI

3 3714 0.051

4 372.1 0.020

5 382.7 0.010

6 396.2 0.008

7 *RQR *RQR

7.4 *RQR *RQR

8 *RQR *RQR

9 1,015 0.471

*RQR: Refer to quality report

Anexo 38. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los
nanogeles MAOB-PEGMA (60:40)/EGDMA39mol

Nanogeles PEGMA:MAOB (60:40) /EGDMA3¢,mol

Solucién acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 242.4 0.061
Ph Dh. Nm PDI
3 235.6 0.018
4 349 0-185
5 388.2 0.145
6 274.5 0.023
7 539.0 0.198
7.4 574.0 0.191
8 509.9 0.073
9 538.9 0.018
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Anexo 39. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles MAOB-PEGMA (60:40)/DVA3zw%mol

Nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVA3o,mol

Solucién acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 255.5 0.087
pH Dh. Nm PDI
3 321.3 0.189
4 257.5 0.044
5 300.1 0.169
6 389.2 0.231
7 *RQR *RQR
7.4 *RQR *RQR
8 *RQR *RQR
9 *RQR *RQR

*RQR: Refer to quality report

Anexo 40. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles MAOB-PEGMA (60:40)/DV Asymol

Nanogeles PEGMA:MAOB (60:40) /EGDMA 5,mo1

Solucion acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 201.2 0.119
pH Dh. Nm PDI
3 246.5 0.170
4 239.1 0.205
5 *RQR *RQR
6 194.3 0.044
7 *RQR *RQR
7.4 *RQR *RQR
8 *RQR *RQR
9 *RQR *RQR

*RQR: Refer to quality report
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Anexo 41. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles MAOB-PEGMA (70:30)/EDGMA39mol

Nanogeles PEGMA:MAOB (70:30) /EDGMA39%mol

Solucion acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 242.3 0.123
pH Dh. Nm PDI
3 236.2 0.069
4 230.2 0.025
5 228.7 0.038
6 263.3 0.015
7 356.9 0.067
7.4 367.0 0.046
8 363.7 0.106
9 392.4 0.023

Anexo 42. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles MAOB-PEGMA (70:30)/DVAsymol

Nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/DVA3mol

Solucion acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 353.5 0.210
pH Dh. Nm PDI
3 286.8 0.109
4 293.2 0.122
5 469.4 0.215
6 3514 0.205
7 *RQR *RQR
7.4 *RQR *RQR
8 306.0 0.395
9 361.8 0.399

*RQR: Refer to quality report
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Anexo 43. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles MAOB-PEGMA (70:30)/DVAsymol

Nanogeles PEGMA:MAOB (70:30)/DVAso,mol

Solucién acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 275.2 0.195
pH Dh. Nm PDI
3 314.6 0.265
4 *RQR *RQR
5 281.7 0.187
6 300.8 0.094
7 *RQR *RQR
7.4 *RQR *RQR
8 *RQR *RQR
9 175.3 0.349

*RQR: Refer to quality report

Anexo 44. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles MAOB-PEGMA (80:20)/EGDMA39mol

Nanogeles PEGMA:MAOB (80:20) /EGDMA39,mol

Solucion acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 180.5 0.022
pH Dh. Nm PDI
3 175.3 0.016
4 174.0 0.023
5 189.4 0.122
6 189.1 0.048
7 317.2 0.141
7.4 318.5 0.011
8 313.2 0.042
9 321.3 0.140
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Anexo 45. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles MAOB-PEGMA (80:20)/DVA3w%mol

Nanogeles PEGMA:MAOB (80:20) /DVA3,mol

Solucion acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 254.6 0.094
pH Dh. Nm PDI
3 226.3 0.078
4 266.2 0.245
5 236.6 0.085
6 263.8 0.087
7 *RQR *RQR
7.4 *RQR *RQR
8 *RQR *RQR
9 143.1 0.289

*RQR: Refer to quality report

Anexo 46. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los

nanogeles MAOB-PEGMA (80:20)/EGDMAsymol

Nanogeles PEGMA:MAOB (80:20) /EDGMA5y,mol

Solucién acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 227.3 0.218
PH Dh. Nm PDI
3 173.1 0.029
4 174.5 0.065
5 183.0 0.068
6 224.2 0.071
7 253.4 0.131
7.4 245.7 0.121
8 246.0 0.093
9 249.7 0.094
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Anexo 47. Estudio de efecto de pH sobre el diametro hidrodinamico de los
nanogeles MAOB-PEGMA (80:20)/DVAswymol

Nanogeles PEGMA:MAOB (80:20) /DVAso,mol
Solucion acuosa Dh. Nm PDI
Crudo 286.8 0.051
PH Dh. Nm PDI
3 275.0 0.053
4 *RQR *RQR
5 309.5 0.108
6 341.6 0.180
7 438.7 0.108
7.4 *RQR *RQR
8 *RQR *RQR
9 171.3 0.437

*RQR: Refer to quality report

Anexo 48. Determinacion de contenido de acido incorporado en el nucleo
de los nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/EDGMA 30,mol

Volumen vs pH
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Volumen vs Derivada
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0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Volumen (Microlitros)
diferencia
de volumen mg del

Volumenes ul volumen Ml del acido acido % de acido

volumen

mdximo 1125 675 0.675 0.03375 6.9589125 33.2962321

volumen

menor 450
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Anexo 49. Determinacion de contenido de acido incorporado en
de los nanogeles PEGMA:MAOB (60:40)/DVAszy%mol

el ntcleo

Volumen vs pH
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0 200 400 600 800 1000 1200
Volumen (Microlitros)
diferencia
de volumen  mg del
Volumenes ul volumen Ml del acido acido % de acido
volumen
mdximo 975 650 0.65 0.0325 6.701175 36.8196429
volumen
menor 325
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