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RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto que tiene la carga de los iniciadores persulfato
de amonio (APS), persulfato de potasio (KPS), 2,2’-azobis(2-metil-N-(2-hidroxietil)
propionamida (VA-086) y dihidrocloruro de 2,2’-azobis(2-metilpropionamidina)
(AIBA) en la formacién y estabilizacién de las particulas durante la sintesis de
nano/microgeles por medio de la polimerizacion por emulsion libre de detergente.
Se utilizaron los siguientes mondmeros: N-isopropilacrilamida (NIPAAmM) y poli
(etilenglicol) metil éter metacrilato (PEGMA1100); €l entrecruzamiento fue con 3
tipos de entrecruzantes. Con el iniciador no-i6nico (VA-086), no fue posible la
microemulsion de las particulas, generandose precipitados durante el proceso de
polimerizacién, lo cual impidié la formacion de nano/microgeles estables en la
solucion. Con APS se obtuvo una distribucion de tamafios mas uniforme, similar a
la obtenida con DVA (PDI=0.211) y EGDMA (PDI=0.248); con MBA (PDI=0.574)
se obtuvieron dos distribuciones.

Se estudi6 el efecto de los entrecruzantes: 3,9-divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro
[5.5] undecano (DVA), dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA), y N,N*-
metilenbisacrilamida (MBA), en el tamafio y en las propiedades de hinchamiento
de nano/microgeles sintetizados via polimerizacién por dispersion. Se obtuvieron
nano/microgeles de menor tamafio con DVA (351 nm), con MBA (630 nm) las
particulas obtenidas fueron de mayor tamafio, y con EGDMA (410 nm) los
nano/microgeles obtenidos presentaron un tamafio intermedio en relacion a los
anteriores. Este efecto se asocio a la relacion hidrofébica/hidrofilica caracteristica
de los entrecruzantes.

En el estudio de la incorporacién de la molécula basica metacrilato de N,N-
dimetilaminoetilo (DMAEM) a nano/microgeles de NIPAAM/PEGMAzpg0 Y DVA,
sintetizados por polimerizacién por emulsion libre de detergente. Se observo que
el iniciador se va a la superficie de la particula, mientras que parte del DMAEM al
parecer también esta en la superficie, en una solucion amortiguadora de pH=3.0.
Al ponerlas en una solucion amortiguadora a pH=9.0, se tuvo un potencial Z

negativo, por la presencia de MA producto de la hidrolisis del DMAEM. Las



particulas obtenidas mostraron un diametro de alrededor de 100 nm determinado
por DLS y TEM.

Se encontrd que las muestras sintetizadas con NIPAAM/PEGMA 050, DVA
2.5%, AIBA 2.0% y DMAEM al 5.0, 15.0 y 20.0% sufrieron un 61.0, 34.3 y 36.8%
de hidrdlisis respectivamente.

Los nano/microgeles presentaron un porcentaje bajo de cargado de
vitamina B12 (2.4%). Al comparar los estudios de liberacibn a pH=7.4, los
nano/microgeles liberan ligeramente més lento a una temperatura de 37 que a
42°C, a 37°C liberan aproximadamente un 75% en forma gradual en un periodo
de 25 h 'y a 42°C lo hace en 10 h. La respuesta de liberacién es opuesta en un
medio a pH=5, liberan mas rapido a 37°C, aproximadamente un 75% en 5 h, y a
42°C lo hace en 45 h.



ABSTRACT

In this work, we studied the effect that the charge of the initiators: ammonium
persulfate (APS), potassium persulfate (KPS), 2,2’-azobis(2-methyl-N-(2-
hidroxyetil) propionamide (VA-086) and 2,2’-azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride (AIBA), has in the formation and stabilization of particles during
the synthesis of nano/microgels using a detergent-free emulsion polymerization
method. The following monomers were used: N-isopropylacrylamida (NIPAAm),
poly (ethylene glycol) methyl ether methacrylate (PEGMA1100), crosslinking was
performed by three different crosslinkers. With the non-ionic initiator (VA-086)
particle microemulsion wasn’t possible, so precipitates were generated during the
polymerization process, and no stable nano/microgel formation in solution was
possible. With APS a uniform patrticle size distribution was obtained, similar results
were obtained with DVA (PDI=0.211), and EGDMA (PDI=0.248). In contrast,
polymerization with MBA (PDI=0.574) resulted in two different size distributions.

We studied the effect that the crosslinkers: 3,9-divinyl-2,4,8,10-
tetraoxaspiro [5.5] undecane (DVA), ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA), and
N,N’-methylenebisacrylamide (MBA), have on the nano/microgel’s size and
swelling properties synthetized by a polymerization-by-dispersion method. Smaller
size nano/microgels were obtained with DVA (351 nm), while bigger size particles
were obtained with MBA (630 nm). EGDMA (410 nm) yielded intermediate size
particles. This behavior was associated with the hydrophilic/hydrophobic
characteristics of the crosslinkers.

We studied the incorporation of the basic molecule N,N-dimethylaminoethyl
methacrylate (DMAEM) to nano/microgels formulated with NIPAAM/PEGMA 080
and DVA, and synthesized by a detergent-free emulsion polymerization method.
We observed that both the initiator and DMAEM localize to the particle surface in a
buffer solution pH=3.0. When this particles are in a buffer solution pH=9.0, they
had a negative Z potential, due to acid groups (MA) from DMAEM'’s hydrolysis.



The obtained patrticles had an average diameter of around 100 nm, as determined
by DLS and TEM.

It was found that particles synthesized from NIPAAM/PEGMAs,, DVA
2.5%, AIBA 2.0% and DMAEM 5.0, 15.0 y 20.0% suffered a 61.0, 34.3 y 36.8% of
hydrolysis respectively.

The nano/microgels had a low drug loading percentage of 2.4%, (vitamin
B12). Comparing the drug delivery studies carried in a buffer solution pH=7.4 and
pH=5.0; the nano/microgels released slightly slower at 37°C than at 42°C in a
pH=7.4. At 37°C the particles released gradually, approximately a 75% during 25 h
and at 42°C they did it in 10 h. To the contrary, at pH=5.0 they released faster at
37°C, approximately a 75% in 5 h, and at 42°C in 45 h.
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1.1 Antecedentes

Existe una variedad de vias de administracion de farmacos (entre las mas usadas
estan las vias: oral, parenteral, intranasal, y transdermal). Todas las vias de
administracion presentan ventajas y desventajas, las cuales junto con otros
aspectos a considerar como lo son: el érgano o tejido dafiado al que se quiere
llegar, y el historial clinico del paciente, (entre los mas importantes) sirven para
ayudar a seleccionar la via de administracion que permita tener una accién del
farmaco mas efectiva. Sin embargo, en la actualidad todavia se pierde farmaco en
su recorrido hacia su sitio de accién deseado y en muchos casos no se ha logrado
tener una entrega y liberacion adecuada, lo cual puede generar una infinidad de
efectos adversos.

Desde hace mas de tres décadas, se han estudiado una serie de
nanoparticulas que pudieran funcionar como sistemas de liberacion de farmacos
(también conocidos como sistemas de transporte de farmacos o vehiculos de
liberacion de farmacos), las cuales pueden ser cargadas con farmacos y/o
biomacromoléculas (tales como proteinas recombinantes, péptidos bioactivos
entre otras). Estos nuevos sistemas de liberacion han surgido del interés de
mejorar el transporte de farmacos para ser liberados en el sitio, en la cantidad y
en el tiempo requerido.

Un buen sistema de liberacidon debe cumplir con ciertas caracteristicas
como son tener baja toxicidad, tener propiedades Optimas para el transporte y
liberacion del farmaco, y ser de un tamafio nanométrico que le permita atravesar
poros y membranas celulares, por lo anterior estos sistemas de liberacion pueden
incrementar la efectividad del farmaco.

Recientemente, en la literatura cientifica especializada se ha observado un
incremento en el interés sobre estos sistemas desde que se publico la primera
revision sobre su sintesis y aplicaciones [Vinogradov et al., 2002]; estos sistemas

de liberacion, por ejemplo, tienen el potencial de mejorar la biodisponibilidad oral y
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encefalica de oligonucleétidos. En este trabajo de investigacion se estudié un
sistema de liberacidn constituido por nano/microgeles. Se propuso usar la técnica
de polimerizacion por emulsion sin detergente [Motokawa et al., 2004], para la
obtencién de nanoparticulas a partir de los monémeros de poli(etilenglicol) metil
éter metacrilato (PEGMA), N-isopropilacrilamida (NIPAAm), y metacrilato de N,N-
dimetilaminoetilo (DMAEM). Se determind cual entrecruzante, iniciador y peso
molecular de PEGMA son los que dan mejores caracteristicas a las
nanoparticulas. Como entrecruzantes se utilizaron el 3,9-divinil-2,4,8,10-
tetraoxaspiro [5.5] undecano (DVA), dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA), y N,N™-
metilenbisacrilamida (MBA), y como iniciadores el persulfato de amonio (APS),
persulfato de potasio (KPS), 2,2’-azobis(2-metil-N-(2-hidroxietil) propionamida
(VA-086) y dihidrocloruro de 2,2’-azobis(2-metilpropionamidina) (AIBA). Se
emple6 PEGMA de 1100 g/mol y PEGMA de 2080 g/mol.

Una vez optimizada la formulacién de la nanoparticulas se prosiguio con los
estudios de cargado y liberacion; para realizar estos estudios se utilizé bacitracina
unida a isotiocianato de fluoresceina (FITC) y la vitamina B12 como compuestos

modelos.

1.2 Justificacion

La obtencion de nano/microgeles mediante polimerizacion en emulsion o
microemulsion ha sido ampliamente documentada. La gran desventaja de este
método es el uso de altas concentraciones de tensoactivo el cual resulta dificil de
eliminar. Por lo tanto es indispensable desarrollar metodologias de obtencién de
nano/microgeles que no requieran del uso de tensoactivos (“soap-free” o
“soapless”, “sin detergente”).

Las proteinas recombinantes y los péptidos bioactivos son cada dia mas
utilizadas en la terapéutica. Una de las desventajas de estos agentes activos son

su pobre estabilidad y su corta vida media. Estas moléculas requieren el
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desarrollo de sistemas de liberacibn que mejoren su biodisponibilidad. Los
sistemas nanométricos que se han estudiado hasta el momento utilizan dos
métodos para el cargado de proteinas y péptidos. En el primero el cargado se
realiza in situ, esto es durante la produccion de las nanoparticulas. Esto tiene la
desventaja de exponer a las proteinas a condiciones drasticas y a la presencia
de sustancias reactivas lo que puede producir su desnaturalizacion o
desactivacion. En el otro método las nanoparticulas, ya preparadas se equilibran
con una solucién de la proteina. Este procedimiento tiene la desventaja de una
baja eficiencia de cargado.

La acumulacion de nanoparticulas cargadas con farmacos antineoplasicos
(ej. micelas poliméricas) de manera pasiva en tumores ha sido demostrado en
varios estudios. La liberacién del farmaco desde el nucleo de las nanoparticulas
se puede lograr utilizando materiales sensibles a la temperatura y/o el pH. El
material sensible a la temperatura mas estudiado es la NIPAAm la cual tiene una
temperatura de transicion de 32°C, por debajo de la temperatura corporal, por lo
cual es necesario ajustar la temperatura con grupos hidrofilicos o ionizables. Por
otra parte el cargado de farmacos insolubles en agua en esas estructuras
nanomeétricas se ve limitada por la pobre afinidad con los nucleos de las particulas
estudiadas. La presencia de grupos ionicos en el nucleo de la particula
incrementa considerablemente la interaccion con farmacos de carga opuesta,
incrementandose la eficiencia de cargado. La liberacion del farmaco se lleva a

cabo ya sea por control de la temperatura, el pH o la concentracion de sales.

1.3 Hipotesis

Los nano/microgeles formulados con NIPAAM/PEGMA-DMAEM son capaces de
responder a cambios de pH y temperatura generados en su entorno, pudiendo
utilizarse como compuestos modelos para la liberacion controlada al farmaco

bacitracina y a la vitamina B12.
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1.4 Objetivo general

Obtener nano/microgeles cationicos que cumplan con las
caracteristicas de un intervalo de tamafo de 70-200 nm y que
respondan a cambios en el pH y temperatura del medio ambiente. Y
estudiar sus posibles aplicaciones en la liberacién controlada del

antibidtico bacitracina y la vitamina B12

1.5 Objetivos particulares

Evaluar la influencia de la carga del iniciador en la formacion de las
particulas.
o Obtener nano/microgeles de NIPAAM/PEGMA con (APS, KPS,
AIBA y VA-086) y con cada uno de los siguientes entrecruzantes
(DVA, EGDMA y MBA) por la técnica de polimerizacion por
emulsion libre de detergente.

Evaluar la influencia del entrecruzante en el tamafio de particula.
o Obtener nano/microgeles de NIPAAmM con APS al 2.0% y 4.0%,
cada uno con los siguientes entrecruzantes (DVA, EGDMA y

MBA) por la técnica de polimerizacion por dispersion.

Obtener y optimizar los nano/microgeles de NIPAAM/PEGMA y DMAEM

mediante la técnica de polimerizacién por emulsion libre de detergente.

Hacer el marcado de la bacitracina con FITC.

Evaluar la estabilidad de las particulas en solucion, tamafo, PDI, carga

de la superficie via DLS.
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Determinar el efecto de la temperatura y pH en el didmetro

hidrodinadmico de las particulas via DLS.

Caracterizar la morfologia y tamafio de las particulas por microscopia
de fuerza atomica (AFM) y microscopia electronica de transmision
(TEM).

Hacer estudios de cargado de los nanogeles con bacitracina marcada y

con vitamina B12.

Hacer estudios de liberacion de los nanogeles con bacitracina marcada

y con vitamina B12.
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2.1 Sistemas de liberacion de farmacos

Un sistema de liberacion de farmacos se define como una formulacion o un
dispositivo que facilita la introduccién de una sustancia terapéutica en el cuerpo
mejorando su eficacia y seguridad al controlar la velocidad, tiempo y lugar de
liberacion del farmaco en el cuerpo [Jain 2008]. Este proceso incluye la
administracion de productos terapéuticos, la liberacién del ingrediente activo por
el producto, y el transporte subsecuente de los ingredientes activos a través de
las membranas biologicas del sitio de accion. El sistema de liberacion de
farmacos es una interface entre el paciente y el farmaco. Puede ser una
formulacion de un farmaco para administrarse con propésitos terapéuticos o un
dispositivo que libere el farmaco.
Hay varias tecnologias en los sistemas de liberacion de farmacos que afectan
la liberacion y biodisponibilidad del farmaco, aqui se mencionan algunas:
e Liberaciéon general no especifica hacia todos los tejidos.
e Liberacion dirigida hacia un érgano o sistema.
e Sistema de liberacién controlada (liberacion sistémica).
e Liberacién programada.
= Liberacion inmediata
= Liberacion programada a un tiempo definido / liberacion pulsativa.
= Liberacion retardada, sostenida o prolongada, accién prolongada.
e Liberacidon controlada en un sitio especifico, seguido de una entrega a un
organo requerido.
e Liberacidn en respuesta a estimulos ambientales.
e Liberacion de farmacos dirigidos mediante un receptor.

e Tipo de dispositivos de liberacion de farmacos.
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2.2 Rutas de administracion de farmacos

Los farmacos pueden ser introducidos al cuerpo humano por varias rutas
anatomicas. Los farmacos se administran para tener un efecto sistémico o para
digerirse a varios 6rganos o0 a los sitios especificamente dafiados. La via de
administracion se escoge dependiendo de la enfermedad, del efecto deseado, del
producto disponible y del historial clinico del paciente. Existe una clasificacion de
varias rutas anatomicas para la liberacion de farmacos. A continuacion se da una

breve descripcion de cada una de ellas.

2.2.1 Via oral

Es la ruta histéricamente mas usada para liberacion de farmacos convencionales
asi como para los sistemas de liberacion mas novedosos. Su preferencia se debe
a su facilidad de administracion y su gran aceptacion entre los pacientes.

Presenta varias limitantes lo que ha llevado al estudio de nuevos sistemas
de liberacion controlada y de liberacion sostenida.

Entre sus limitantes se pueden mencionar: a) los farmacos que se toman
oralmente para efectos sistémicos presentan casi siempre una gran variabilidad
en la velocidad de absorcion y esto dificulta predecir su concentracion plasmatica
b) muchos compuestos polares y macromoléculas no pueden atravesar
efectivamente las células del epitelio del intestino delgado para llegar al torrente
sanguineo, y c) el farmaco puede ser inactivado en el higado en su camino hacia

la circulacion sistémica.

2.2.2 Via parenteral

Parental se refiere a la introduccién de sustancias en el cuerpo por inyeccion
subcutanea, intramuscular, intravenosa e intra-arterial. Su accion es rapida, es
predecible, casi completamente biodisponible y evita el primer paso. Provee una

via alterna o buena de administracion de farmacos en pacientes muy enfermos o
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en estado de coma, para quienes la administracion oral no es posible. Entre sus

limitantes se pueden mencionar: a) la inyeccion no es un método ideal de
administracion de farmacos debido al dolor producido, y b) las inyecciones tienen
limitaciones para entregar productos proteicos, particularmente para aquellos que
requieren un nivel de sostenido de su concentracion (liberacion prolongada).

Se presenta aqui una breve descripcion de varios tipos de inyecciones:

Inyeccién via subcutanea:

Introduce el farmaco a una capa subcutanea del tejido adiposo utilizando una
aguja hipodérmica. Por esta via de administracibon se pueden entregar
predeciblemente y controlablemente macromoléculas y péptidos. La inyeccion
subcutdnea presenta usualmente una mas baja velocidad de absorcion y mas
lenta accion, que las inyecciones por las vias intramuscular o intravenosa.

Una de las desventajas de esta via, es que la velocidad de absorcién es
dificil de controlar en el depdsito subcutaneo.

Inyeccidn via intramuscular:

Esta via entrega el farmaco en los musculos del esqueleto, usualmente en los
musculos gluteales o deltoides. El efecto del farmaco es mas rapido que el
observado en la inyeccién subcutanea pero mas lento que el efecto producido por
la via intravenosa. La velocidad de absorcion varia de acuerdo a las propiedades
guimicas de la solucion inyectada y variables fisiologicas como la irrigacion de
sangre en el musculo y la actividad muscular. Algunas desventajas de esta via
son: a) la limitacion de la cantidad inyectada de acuerdo a la masa muscular
disponible, y b) la degradacién de péptidos en el sitio de la inyeccion.

Inyeccion via intravenosa:

Esta involucra una inyeccion de un liquido acuoso a una vena superficial o una
infusién continua via una aguja o un catéter localizada en una vena superficial o
profunda. Este es el unico método de administracion disponible para algunos
farmacos y es la escogida para situaciones de emergencia, porque el comienzo

de la accién farmacoldgica es mas rapida después de su inyeccién. Teéricamente,
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no se presentan pérdidas del farmaco, y se requieren dosis pequefias en

comparacion con otras vias de administracion. La velocidad de infusion puede ser
controlada para una administracion continua y prolongada. Las particulas de la
solucion intravenosa se distribuyen en varios 6rganos dependiendo de su tamafo.
Las particulas con un tamafio mayor a 7.0 um (7000 nm) son atrapadas en los
pulmones y aquellas menores a 0.1 um (100 nm) se acumulan en la medula 0sea.
Las particulas entre 0.1y 7.0 um (100-7000 nm) se van hacia el higado y el bazo.
Una de las desventajas de esta via es que pueden ocurrir algunas
reacciones inmunologicas después de inyectar proteinas y lipidos. [Jain 2008].

Inyeccidn via intra-arterial:

Es la inyeccion directa en las arterias, no es una via usual para la
administracion de farmacos terapéuticos. La mayoria de las inyecciones intra-
arterial o difusiones arteriales via catéter localizado en una arteria son para
guimioterapia de algunos 6rganos y extremidades. La quimioterapia administrada
por esta via, se utiliza principalmente para combatir tumores malignos en el

cerebro.

2.2.3 Via transdermal
Esta via se utliza para la entrega de farmacos con usos terapéuticos

a través de la piel, es una alternativa a las rutas oral, parenteral y transmucosal.

2.2.4 Via transmucosal

La membrana mucosa cubre todas las cavidades y orificios del cuerpo, los
farmacos pueden ser introducidos en varios sitios anatomicos. Por ejemplo, bucal,
nasal y rectal. EI movimiento de penetracion a través de la membrana mucosa es
por difusién. Comparando con la ruta oral y transmucosal, esta Ultima via es de

mas rapida absorcion. Esta via evita el primer paso de metabolismo por el higado.
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Via Bucal o Sublingual:

La via de administracion de farmacos bucal o sublingual presenta una
absorcién rgpida hacia la circulacion sistémica con un comienzo rapido del efecto
del farmaco. Esta via evita el primer paso metabdlico hepatico. Una de las
desventajas, puede presentarse cuando hay produccidén excesiva de saliva y se
produce una disolucion muy rapida de la forma farmacéutica, lo cual puede llevar

a su deglucion y un retraso en la absorcion.

2.2.5 Via nasal

Los farmacos se administran para tener un efecto local o sistémico. La ruta
intranasal es una opcién para los farmacos que no se pueden administrar
oralmente, las dosis son pequefias y la entrada a la circulacién es répida. La
velocidad de difusion de los compuestos se da a través de las membranas
mucosas nasales, probablemente se da via los canales acuosos de la membrana.
Por lo tanto si el farmaco esta en solucion y el tamafio molecular es pequefio, el
farmaco sera absorbido rapidamente. Algunos inconvenientes serian a) la dosis
es limitada por el area relativamente pequefa para la absorcion, y b) esta via no
es para todos los farmacos. Los farmacos polares y algunas macromoléculas no
son absorbidos en la cantidad suficiente por la pobre permeabilidad de la
membrana; también pueden depurarse rapidamente, o0 degradarse

enzimaticamente dentro de la cavidad nasal.

2.2.6 Viarectal

El colon es un sitio apropiado para la absorcién lenta y segura de farmacos que
estan destinados para el intestino grueso o que estan destinados para actuar
sistematicamente. La absorcidén del farmaco varia de acuerdo a si esta dirigido al

colon superior, al colon inferior 0 al recto. Una de las desventajas es que algunos
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farmacos hidrofilicos como los antibidticos o péptidos no son absorbidos

facilmente desde el recto.

2.2.7 Via pulmonar

Recientemente ha crecido el interés para utilizar esta via para una liberacion
sistémica del farmaco. Ya que tiene altas posibilidades de ser un portal para la
entrada de péptidos y ser factible para la terapia con genes. Los pulmones tienen
una gran area disponible para la absorcion del farmaco. Evitan el primer paso
metabdlico hepatico y requiere dosis pequefias en comparacion con la via oral
para alcanzar los efectos terapéuticos. Algunas desventajas son: a) solo 10.0 al
40.0% del farmaco que sale del dispositivo inhalante se deposita en los pulmones,
y b) la capa mucosa del sistema respiratorio desecha las particulas hacia la

garganta.

2.2.8 Via cardiovascular

Los farmacos pueden ser introducidos por esta via para lograr un efecto sistémico
0 para ser dirigido hacia un 6rgano a través del flujo sanguineo local. Algunos
dispositivos pueden ser implantados por cirugia mientras que otros se insertan por

procedimientos menos invasivos como la cateterizacion.

2.2.9 Via intra-médula 60sea

Las sustancias inyectadas por esta via son absorbidas casi inmediatamente a la
circulacion sistémica. La ventaja de esta via es que la cavidad de la médula
funciona como una vena rigida que no se colapsa, a diferencia de las venas en

mala condicién del paciente.
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2.3 Nanosistemas de liberacion de farmacos

Dentro del &rea de la nanotecnologia (0 mas propiamente dicho “nanociencia”) se
encuentra la nanomedicina, la cual se encarga sobre intervenciones especificas
meédicas a escala molecular para diagnéstico, prevencion y tratamiento de
enfermedades [Park 2007]. Hay que mencionar que el término nanotecnologia
usualmente se refiere a investigaciones realizadas a una escala de 100 nm o
menos, sin embargo los sistemas de liberacion de farmacos cubren un intervalo
gue abarca desde nanosistemas a macroparticulas 100 um (100,000 nm), en este
sentido practico la nanotecnologia incluye la microtecnologia.

Los nanosistemas de liberacion de farmacos son una parte del area de
nanomedicina. Como ya se ha mencionado, el concepto de “liberacion de
farmacos” no esta limitado a la prolongacion del tiempo de liberacion del farmaco
sino que también se refiere a un control temporal en donde se selecciona una
cinética predeterminada de una liberacion de farmaco durante el tratamiento, y a
un control de distribucion espacial que dirige a un vehiculo con farmacos al sitio
de accidon deseado. Para lograr tales controles y explorarlos, la nanotecnologia
requiere de enfoques multi-disciplinarios que provienen de la quimica, la biologia
y la ingenieria.

En 1964 Folkman and Long publicaron el primer descubrimiento original de
un sistema liberacion de farmacos polimérico [Folkman et al., 1964], desde
entonces se han aprovechado las propiedades Unicas de los polimeros y ha
surgido una nueva generacion de nano materiales poliméricos para la liberacion
de farmacos [Kabanov y Batrakova 2008]

Con el desarrollo de nuevos nanosistemas, los investigadores se han
percatado de la importante relacion que existe entre la arquitectura y las
propiedades fisicoquimicas de los polimeros. La arquitectura de los polimeros
describe la forma global de una sola molécula polimérica. [Qiu et al., 2006]. Una

vez elegida la arquitectura deseada, es recomendable realizar la seleccién
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adecuada de los monomeros, asi como de reactivos, solventes y método de

polimerizacion a utilizar, lo cual puede ofrecer varias ventajas debido a las
propiedades del material sintetizado. Entre las caracteristicas més sobresalientes
gue se buscan en estos materiales para usarse como sistemas de liberacion de
farmacos son una elevada biocompatibilidad y una reducida o nula citoxicidad.

Hay otra serie de caracteristicas o criterios que dependiendo de la
arquitectura de las particulas, mejoran la liberacion del farmaco y pueden
disminuir los efectos adversos:

a) la estabilidad de los nano/microgeles para una circulacion prolongada en
el torrente sanguineo.

b) la superficie debe tener una funcionalidad para futuras interacciones con
ligandos especificos que puedan reconocer el receptor de la célula dafiada.

c) el tamafio en general también es importante ya que aquellas particulas
gue oscilan entre 5-250 nm son las de mayor interés en la liberacion [Alexis et al.,
2008]. Las particulas menores de 200 nm de didmetro pueden ser més facilmente
introducidas por endocitosis a la célula, y se reducen las posibilidades de que
sean destruidas por las células fagociticas; y por ultimo,

d) la biodegradabilidad de las particulas, éstas aparte de liberar el farmaco
en un periodo de tiempo deseado, deben poder ser facilmente eliminadas una vez
qgue han liberado el farmaco. [Oh et al., 2008]

Recientemente, se han incrementado los estudios sobre polimeros que
responden a estimulos del ambiente debido al amplio espectro de aplicaciones
gue pueden tener; por ejemplo como transportadores en la liberacion controlada
de farmacos, a estos polimeros se les conoce como “polimeros inteligentes”.
Entre los estimulos mas importantes cuyo efecto que se ha estudiado
ampliamente, estan la temperatura, los cambios en pH y la salinidad. [Ballauff y
Lu 2007; Medeiros et al., 2010].

En el caso de nano/microgeles y micelas que presentan una LCST

alrededor de 41°C, esto permite una reduccion o aumento en el tamafio de la
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particula al cambiar la temperatura a 37°C, que es la temperatura prevaleciente

en el torrente sanguineo; cuando la temperatura se aproxime a 41°C, por ejemplo,
como en una ceélula tumoral, se contaria asi con un mecanismo de liberacion del
farmaco. En el caso de que se presente una reduccion del tamafio, el farmaco
saldria expulsado. Por ejemplo, esta el caso de PNIPAAm la cual exhibe una
LCST de alrededor de 32°C.

Investigaciones han mostrado que la mayoria de los tumores soélidos tienen
conductos sanguineos con defectos en su estructura y usualmente producen una
cantidad excesiva de varios factores de permeabilidad vascular. Por lo tanto
muestran mayor permeabilidad vascular, lo cual asegura la introduccién de
oxigeno y nutrientes al tumor para su rapido crecimiento. Este defecto facilita el
transporte de macromoléculas al interior de los tejidos cancerigenos. [Maeda
2001; Gaumet et al., 2008; Fang et al., 2011]

Algunos parametros de nanomateriales que influyen en la actividad
biologica son: el tamafio de particula, la distribucion de tamafios, el area
superficial, la carga superficial, la funcionalidad de la superficie, la forma, el
estado de agregacion; asi como la estabilidad y distribucion de componentes tales
como: terapéuticos, de imagen y de direcciéon. [McNeil 2011]

A continuacion se da una breve descripcion de nanosistemas con potencial

para liberar farmacos.

2.3.1 Liposomas
Desde que Gregoriadis y su equipo propusieron a los liposomas
como vehiculos de farmacos en 1971, se han estudiado

ampliamente [Gregoriadis et al., 1971; Soo et al., 2009]

Los liposomas son estructuras vesiculares, usualmente compuestos de una
bicapa de lipidos multilamelar o unilamelar, preparados a partir de materiales
basicos, como fosfolipidos y colesterol. Los liposomas han sido extensamente

estudiados desde la década de 1980 para la liberacion de farmacos en el sistema
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nervioso central (CNS) mostrando un incremento en la eficacia del farmaco y una

reduccién en su toxicidad. Una limitante considerable de los liposomas es su baja
capacidad relativa para el cargado de farmacos insolubles en agua y de
biomacromoléculas [Kabanov y Batrakova, 2008], otras limitaciones incluyen
problemas relacionados a la estabilidad, la incapacidad de entregar en el sitio
correcto y la incapacidad de liberar el farmaco cuando llega al sitio requerido. Las
propiedades de los liposomas varian substancialmente dependiendo de la
composicion de lipidos, el tamafo, la carga superficial, y el método de
preparacion [Jain 2008].

Los liposomas preparados para administracion por via intravenosa, miden
usualmente menos de 200 nm de diametro [Gabizon et al., 2007; Soo et al.,
2009]. Los liposomas convencionales son depurados rapidamente de la
circulaciéon por el sistema reticulo endotelial. Los liposomas con diametros
menores a 100 nm son depurados mas lentamente, igualmente, la modificacion
de la superficie de los liposomas con polimeros hidrosolubles como el
poli(etilenglicol) (PEG) puede reducir su adhesion a proteinas plasmaticas, lo cual
decrece el reconocimiento y la remocién rapida de los liposomas de la circulaciéon

por los fagocitos mononucleares del higado y bazo.

2.3.2 Micelas poliméricas

En 1984, Ringsdorf y su grupo, publicaron uno de los primeros

articulos sobre el uso de copolimeros en bloque para la liberacion

de farmacos [Bader et al., 1984; Soo et al., 2009]. El uso de
micelas como transportadores para la liberacion de farmacos de bajo peso
molecular (proteinas, etc.) son ensambles de tamafio nhanométrico (10 a 100 nm
de didmetro) de copolimeros anfifilicos en bloques lineales o ramificados, que se
forman por interacciones electrostaticas fuertes y puentes de hidrogeno. La
estructura y la morfologia del nucleo y la coraza de las micelas determinan en

gran medida las propiedades y aplicaciones de las mismas [Xiong et al., 2008;
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Hayashi et al., 2004]. Los bloques hidréfobos se agregan en soluciones acuosas

formando un nucleo hidréfobo, y los bloques hidrofilicos forman una coraza
protectora hidrofilica. Las micelas son termodinamicamente estables, siempre y
cuando su concentracion exceda la CMC (la concentracion micelar critica), asi se
evita el regreso a un estado en donde hay a cadenas individuales.

Una de las desventajas de las micelas poliméricas es que se desintegran
después de diluirse en los fluidos corporales, resultando en una liberacion
temprana del farmaco. El problema de desintegracion se ha mitigado mediante el
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, y estas micelas entrecruzadas
resultan mas resistentes a cambios ambientales tales como: el pH, la
concentracion iénica, la composicion del solvente y la desintegracion de su
estructura [Bontha et al., 2006]

Las micelas farmacéuticas pueden ser administradas a través de varias

rutas, tales como la via parental, nasal, ocular y ética [Manoharan et al., 2010]

2.3.3 Dendrimeros
El término dendrimero es derivado de las palabras griegas

‘dendra” de arbol y “meros” de parte. Tiene 3 componentes

estructurales: un nudcleo multifuncional central, unidades
ramificadas, y grupos superficiales, las capas repetidas se llaman “generaciones”
[Aulenta et al., 2003; Qui et al., 2006]. Los sistemas de liberacion de farmacos con
dendrimeros han sido disefiados para ser administrados via oral, ocular y
transdermal. Las aplicaciones de estos dendrimeros van desde la liberacion de
farmacos anticancerigenos, antivirales, antibacteriales, a vacunas de ADN vy
agentes de contraste para resonancias magnética nuclear. Los dendrimeros han
probado ser no-inmunogénicos Yy tienen baja toxicidad para mamiferos,
especialmente cuando su superficie ha sido modificada con grupos anionicos o
neutrales, como grupos carboxilicos o grupos hidroxilicos. La biocompatibiliad o
bioseguridad de los dendrimeros in vivo depende de su carga eléctrica. En
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general, sin importar su estructura, los dendrimeros catidnicos fueron hemoliticos

y citotoxicos, aun en bajas concentraciones [Malik et al., 2000]

2.3.4 Nanoparticulas

Las nanoparticulas son especies solidas de tamafio nanomeétrico

usualmente compuesto de un polimero insoluble y biodegradable o

de una mezcla de polimeros. Se han venido estudiando y
desarrollado desde la década de 1990 como transportadores de farmacos y
genes. Para permitir la eficacia de transcitosis a través de las células endoteliales
de los microvasos cerebrales (BMVEC), el tamafio de particula debe mantenerse
pequefio y no exceder 100-200 nm [Kabanov y Batrakova 2008]. Se ha mejorado
el transporte del Dox en nanoparticulas hacia el cerebro evadiendo los sistemas
de P-glicoproteinas y de las proteinas de eflujo de farmacos (MRP) presentes en
la barrera hematoencefélica, los cuales impiden la entrada del farmaco solo.
[Wong et al., 2006; Gottesman et al., 2002]

2.3.5 Nanoesferas

. Son particulas huecas de tamafio nanométrico [Kabanov y

Batrakova 2008] La via de administracibn mas ventajosa para
estos sistemas de liberaciébn de farmacos es la parental. Estas
nanoesferas se introducen mas facilmente que el farmaco libre, ya que por su
tamafio se incorporan facilmente a vacuolas mediante la fagocitosis [Saez et al.,
2004]

2.3.6 Nanosuspensiones
Estos sistemas representan particulas cristalinas de farmacos

hidrofobicos sélidos, los cuales son estabilizados por surfactantes

que contienen PEG no i6nico [Jacob et al., 2000; Kabanov vy

Batrakova 2008]. Una suspensién farmacéutica es definida como una particula
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farmacéutica solida muy fina y dispersa en un vehiculo acuoso para uso oral y

topico o para una administracion parental o pulmonar. La distribucion de tamafio
de la particula de las nanosuspensiones es usualmente menor a un um, teniendo
un tamafo promedio que oscila entre 200 y 600 nm. [Chingunpituk 2007; Mukesh
2012]

2.3.7 Nanofibras y nanotubos
Hay varios tipos de nanofibras y nanotubos sintéticos hechos de
carbono, silice o de diversos polimeros naturales o sintetizados.
Claramente, la toxicidad de estos materiales depende de su
tamafio, forma, area superficial y la quimica intrinseca de los materiales. Estos
materiales son candidatos para ser empleados como vehiculos de liberacién de
farmacos y de genes. [Tran et al., 2009]

2.3.8 Nanogeles/mlcrogeles
El término nanoescala comprende a tamafos que estan dentro del

rango de 1nm a 100 nm [BSI 2011]. Por lo tanto los nanogeles son

nanoparticulas de hidrogeles de tamafio nanométrico menores a
100 nm con estructura de red tridimensional de cadenas poliméricas
entrecruzadas [Sasaki et al., 2010]. Sin embargo, por motivos de aplicacion los
nanogeles abarcan también la microescala. Algunos autores se refieren a los
nanogeles con dimensiones de 10-1000 nm [Ho et al., 2000; Zhao et al., 2011].
Algunos nanogeles muestran una respuesta rapida a factores microambientales
tales como la temperatura y pH debido a sus dimensiones de escala nanométrica.
Los nanogeles se pueden clasificar en categorias de acuerdo a su estructura
entrecruzada: a) nanogeles entrecruzados quimicamente o por enlaces
covalentes y en b) nanogeles entrecruzados fisicamente o por enlaces no
covalentes. Los que se entrecruzan covalentemente tienen mayor integridad que

los que no lo son. Los nanogeles pueden ser fabricados a escalas nanométricas a
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través de diversas técnicas, como lo son la nanolitografia, los nanofluidos, y las

emulsiones. [Fisher et al., 2009; Kabanov et. al 2009]

Los nanogeles tienen gran potencial como sistemas de liberacion de
farmacos por su alta capacidad de cargado, su alta estabilidad y respuesta a
factores ambientales, lo cual no es tipico de otros sistemas comunes de
nanotransporte. Esta familia de materiales en nanoescala ha atraido mucho la
atenciéon para la liberacion de farmacos, biomacromoléculas y agentes de
contraste de imagenes. Varios nanogeles han mostrado que pueden liberar su
carga util al interior de las células y que pueden atravesar diversas barreras
biologicas. En general, estos materiales han demostrado tener un gran potencial
para la liberacion sistémica de farmacos, ya que mejoran la biodisponibilidad oral
y cerebral de farmacos de bajo peso molecular y de biomacromoléculas [Kabanov
et al, 2009; Choi et al., 2010]

En 1973 Tanaka descubri6 la transicion de fase de los geles. Se conoce
gue los geles poliméricos existen en dos fases distintas, hinchadas y colapsadas.
La transicibn de volumen ocurre entre las fases, ya sea continuamente o
discontinuamente en respuesta a un estimulo quimico o fisico tales como la
temperatura, la composicion del solvente, el pH, la composicion idnica, campo
eléctrico, etc. Para que un gel sufra una transicién de fase es necesario que el
polimero interactie con uno a otro a través de interacciones de repulsion y
atraccion. Hay varios tipos de geles que sufren una transicion de fase en el

volumen, a continuacion se menciona algunos.

Geles sensibles a la luz: son geles que contienen una molécula que responde a

cierta cantidad de luz. [Tanaka 1992]

Geles termo-sensibles: los geles que contienen polimeros que presentan puentes

de hidrogeno e interacciones de Van del Waals, muestran una dependencia a la
temperatura. Estos geles termo-sensibles son ampliamente usados para sistemas

de liberacion.
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Geles sensibles a solventes: estos geles al variar la composicion del solvente de

0.0% a 100.0% sufren una transicion de fase, lo mismo sucede si se usa como
variable a la temperatura o pH.

Geles sensibles a iones y pH: estos responden a cambios de concentracién idnica

y a cambios de pH.

Geles sensibles a campo eléctrico: el efecto mas importante al parecer se debe a
la migracion y redistribucion de iones y contraiones dentro del gel.

Geles sensibles bioguimicamente: al entrar ciertas moléculas al gel, estas forman

un complejo o se convierten en otras moléculas, las cuales desestabilizan el gel,

induciendo el hinchamiento o colapso de éste.

2.4 Nanosistemas de liberacién dirigidos

Los sistemas dirigidos de liberacibn de farmacos o agentes

dirigidos se refiere a transportadores de farmacos que se

== aglomeran o concentran selectivamente en un sitio blanco a
través de liberacion local o a través de la circulacién sanguinea, el concepto de
agentes dirigidos fue propuesto por Ehrlich P. en 1906 [Garcia-Sanchez et al.,
2010; Li et al., 2009] Existe un amplio espectro de moléculas propuestas como
candidatos para ser utlizados en las nanoparticulas dirigidas: hormonas,

carbohidratos, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, epitopes etc.

2.4.1 Agentes-inmuno dirigidos
Estos pueden ser conjugados con anticuerpos en su superficie. Ejemplo un
inmunoliposoma: Docetaxel liposoma, constituida por lecitina de soya, colesterol y

un anticuerpo monoclonal anti-CEA, siendo su sitio de accién un tumor.
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2.4.2 Agentes glicolipidos modificados dirigidos

Estos contienen carbohidratos de distintas densidades en su superficie. Por
ejemplo los agentes que contengan residuos de galactosa pueden ser tomados
por células del parénquima hepatico y los que contienen residuos de manosa

pueden ser tomados por las células K.

2.4.3 Agentes magnético-dirigidos
Estos pueden contener mezclas ferromagnéticas, usualmente FezO, 0 Fe,Osg,
estos agentes magnéticos pueden ser acumulados en el area del tejido blanco por

un campo magneético.

2.5 Descripcion breve de los reactivos principales empleados en este

trabajo.

2.5.1 Iniciadores
Los radicales libres son especies quimicas independientes, que poseen un
electron desapareado, lo cual los hace altamente reactivos y con tiempos de vida
media muy cortos. Las polimerizaciones por radicales libres, son polimerizaciones
en cadena en las cuales cada molécula polimérica crece por la adicion de un
monomero al sitio reactivo terminal del radical libre, también conocido como
centro activo, después de la adicion del mondémero, el centro activo es transferido
al final de la nueva cadena terminal creada. La polimerizacion de radicales libre es
el método mas ampliamente utilizado para la preparacion de polimeros,
habitualmente estas reacciones pueden ser divididas en tres etapas: iniciacion,
propagacion y terminacion. [Young y Lovell 2011]

Es en la etapa de iniciacion donde se da la creacién del centro activo de los
radicales libres, usualmente este proceso se lleva a cabo en dos etapas: en la
primera etapa se forma el radical libre a partir de un iniciador y en la segunda

etapa se adiciona uno de estos radicales libres a una molécula de monémero.
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Hay dos mecanismos quimicos principales mediante las cuales se pueden

generar radicales libres: 1) por rompimiento homolitico (homalisis) de un enlace
sencillo y 2) por transferencia de un electron desde un ion o molécula (reacciones
redox). Existen varias formas para dar inicio a las reacciones de generacion de
radicales libres: con energia térmica, por fotolisis, por reacciones redox, por
irradiacion, por electroguimica, entre otros), e igualmente existen varios tipos de
iniciadores (peroxidos, persulfatos, compuestos azo, entre otros); en este trabajo
se emplearon cuatro iniciadores térmicos (dos persulfatos y dos compuestos
azos). En la Tabla 1, hemos detallado sus principales propiedades y en la Figura

1 se muestra sus estructuras.

KPS APS
+ +
K -O\ e NH4 o
/S/ \ //O
o7\ S
0O—0 o7\
\ O 0—0
_S” 2O
= S
0" o k* o
O NH,*
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NH, 2 cCl

H,N ©
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Figura 1. Estructura correspondiente a los iniciadores utilizados.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los iniciadores que se emplearon en la
sintesis de nano/microgeles.

Iniciador Solubilidad Peso t% Radical
térmico por (g/L agua, molecular (h)
radicales libres 20°C) (9/mol)
KPS 50 270.32 10 (60°C) inorganico,
anioénico
APS® 620 228.26 191 (50°C) inorgénico,
38.5 (60°C) anionico
1 (85°C)
AIBA / V-50° 232? 271.2 10 (50°C)° organico,
catiénico
VA-086 45° 288.35 10 (86°C)" organico,
no ioénico

Nota: Los superindices corresponden a las siguientes cibercitas; [cibercita, a], [cibercita,
b], [cibercita, c], [cibercita, d], [cibercita, €]

2.5.2 Mondmeros
Anteriormente se explicé la primera etapa de la polimerizacién por radicales libres,
a continuaciéon se da una breve descripcion de la segunda etapa llamada
propagacion. Esta etapa involucra el crecimiento de la cadena polimérica
mediante la adicién rapida y secuencial de los monémeros en el sitio activo.
Existen dos posibles formas de propagacion: adicion cabeza-cola, o adicion
cabeza-cabeza.

La adicién cabeza-cola es la que comunmente predomina, el tiempo
requerido para la adicion de cada monoémero es tipicamente de milisegundos.

La ultima etapa es la terminacion, la cual se inicia con la desaparicion del

centro activo. [Rodriguez et al., 2003]

NIPAAmM
= Los polimeros sintetizados con este monOmero son sensibles a
HN ° cambios de temperatura, y han sido de los mas utilizados en
investigaciones sobre aplicaciones biomédicas, especialmente en
estudios de liberacién controlada de farmacos. EI PNIPAAm tiene un LCST de

32°C, por debajo de esta temperatura se comporta como una molécula hidrofilica,
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por lo tanto se hincha al absorber grandes cantidades de agua. Por arriba de esa

temperatura cambia su comportamiento a hidrofébico, expulsando el agua y por
consiguiente reduciendo su tamafio, tal propiedad es ideal para liberar un farmaco
de un sistema polimérico. En otras palabras, abajo del LCST las cadenas
poliméricas son solubles en agua debido a la formacién de multiples puentes de
hidrégeno entre las moléculas de agua y las amidas laterales en la cadena.
Cuando la temperatura aumenta, el polimero sufre una transicion de fase de
volumen. [Ballauff y Lu, 2007]

En algunos estudios de citotoxidad se ha demostrado la citocompatibilidad
del PNIPAAmM, en contraste, también se ha demostrado la citoxicidad del

monomero NIPAAmM a bajas concentraciones [Wadajkar et al., 2009]

o El Poli(etilenglicol) (PEG) no es solamente un
O(\/\O%nCHg componente con importancia biologica, sino que

también actia como estabilizador estérico. Cuando se
generan dispersiones de latex mediante polimerizacién por dispersion, y en
ausencia de cualquier estabilizante, estas particulas resultan inestables y pueden
aglomerarse durante en su formacion. (Leobandung et al., 2002)

Para prevenir la eliminacion por fagocitos del RES (Sistema reticulo-
endotelial) la estrategia mas cominmente usada es la conjugacion de PEG a la
superficie de las proteinas o nanopatrticulas. (Fang et al., 2011)

Cuando se utiliza la polimerizacion por emulsion es dificil remover los
emulsificantes debido a que estan fuertemente asociados a las particulas
formadas. La polimerizacion por emulsion libre de detergente resuelve este
problema al estabilizar la reaccion de polimerizacion con macromeros que
exhiben las propiedades tipicas de los surfactantes convencionales, pero también
tienen un grupo insaturado reactivo, el cual permite al macromero ser incorporado

en la superficie de la particula polimérica por copolimerizacion con otros
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comondmeros. Uno de estos macromeros es el PEGMA, el cual confiere

propiedades Unicas para aplicaciones biomédicas: estabilidad, biocompatibilidad y
prolongacion del tiempo de circulacion en la sangre. (Oishi et al., 2007; Serrano-
Medina et al., 2012)

DMAEM

Es el mondémero de metacrilato con grupos amina mas usado en
procesos industriales, los polimeros derivados de sus sales son
H usados para tratamientos de agua, extracciéon de aceite y en la
N produccion de papel. [Kuznetsova et al., 2003].

El PDMAEM es un polimero catiénico soluble en agua, el cual es
capaz de interaccionar con el DNA electrostaticamente. El PDMAEM tiene una
amina terciaria con un pKa alrededor de 8.0, asi que la mayoria se encuentran
protonadas en condiciones fisiol6gicas. En el trabajo del grupo de Wetering se ha
reportado un potencial Z positivo en complejos de plasmidos con PDMAEM, vy el
potencial Z se va incrementando en funcién al radio (polimero/plasmido w/w); se
encontré un maximo a una proporcion de 4/1 w/w en donde el potencial Z (33 mV)
ya no aumentaba y un minimo (pZ=15 mV) a una relacion de 1/1 w/w. En este
caso el PDMAEM se encontraba formando un complejo con el plasmido.
[Wetering et al., 1997]

Los nanogeles entrecruzados catidnicos han sido propuestos como
sistemas de liberacién para polifosfatos tales como el pDNA, los oligonucle6tidos
antisentido, y en la liberacion de genes o analogos de nucledsidos en
quimoterapia. La adicién de PElI y PEG permite reducir su toxicidad y tamafo.
[Vinogradov y Kabanov 1999]

Diversos autores han reportado que los nanogeles catiénicos de
PINIPAAM/DMAEM] presentan una LCST de 33-36°C, pero se agregan a
temperaturas mayores. Y la estabilidad del polimero es sensible al cambio de la
fuerza ionica a bajo pH. [Moselhy et al., 2009]
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En otro estudio sobre la sintesis de nanogeles catidnicos pegilados de

PDMAEM se reportd que el tamafio depende fuertemente de la concentracion del
mondmero y del tipo de iniciador. Por ejemplo al usar iniciador 4,4’-Azobis (acido
cianovalérico) “V501” obtuvieron un tamafio de 10nm de radio hidrodinamico y su

potencial zeta fue de alrededor de +30 mV. [Yan y Tao 2010]

2.5.3 Entrecruzantes

En una co-polimerizacion por dispersion libre de detergente del poli(quitosan-co-
NIPAAM/MAA-co-MMA) se observd que las particulas de nucleo-coraza con un
alto grado de entrecruzamiento presentaban una razén de hinchamiento mayor
en condiciones ya sean acidas o basicas, debido a que conforme se aumento la
concentracion del agente entrecruzante se pudo bajar la conversion de la primera
etapa de la reaccion y se aumentd la conversion en la segunda etapa de la
reaccion. Los autores concluyeron que al incrementar la relacion en peso del
quitosan/NIPAAm, el tamafio de la particula del ndcleo-coraza disminuia, y la

razon de hinchamiento de la muestra se incrementaba. [Lin et al., 2005]

DVA

0 0>_// Es un agente entrecruzante labil en 4cido, el DVA ha sido
7 o:><:o empleado para generar nanoparticulas de nucleo-coraza
termosensibles, es estable a la degradacion a pH=6.0 y 8.2, las micelas
resultantes de nucleo entrecruzado se hidrolizan en co-polimeros en bloques bien

definidos a pH bajos (30 min y 12 h, a pH=2.0 y 4.0 respectivamente) [Zhang et
al., 2008].

EGDMA
I El EGDMA es el entrecruzante mas ampliamente usado en

)\[(O\/\O

o metacrilato, los cuales pueden ser polimerizados en cadenas

o lentes de contacto. La molécula contiene dos grupos
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poliméricas distintas, asi se mantienen unidas las dos.

MBA
O  El MBA es un mondémero bifuncional, con dos dobles enlaces
Hj\ )H idénticos, usado ampliamente como entrecruzante en muchos
campos de aplicacion.

2.5.4 Bacitracina
La bacitracina es un antibiético producido por cepas de Tracy de la bacteria

Bacillus subtilis, la cual fue asilada de la tibia de una nifia llamada Tracy. El

antibiotico inhibe la J< —NH
., O N
formacion de la pared L0 \F
. ® (©) -
celular de bacterias Gram Zn, HzN YH
" L NH " HN
positivas. La bacitracina es o ©
téxica para los rifiones, por o HN™ o /©
p p o) O (o) NH
lo cual no se indica por via T
. . , . N (6] - (@] HN
oral ni sisttmica. En \)\(C)\WHJL Ry H
s ; N/\n/
. H O
preparados con zinc y otros H,N o - M o H 8
antibiéticos, se usa como \ NH
unguentos para el
tratamiento tépico de una Bacitracina (sal de zinc)

variedad de infecciones de la piel, ojos y prevencion de infecciones en heridas. En
este trabajo de investigacion se empleo por su color, y asi seguir mas facilmente

los estudios de cargado y liberacion.
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2.5.5 Vitamina B12

También se le conoce como cobalamina, es
esencial para que nuestro organismo pueda
sintetizar glébulos rojos. El sistema nervioso, el
corazon y el cerebro no desarrollan bien sus
funciones, si la cobalamina no se encuentra en
los niveles adecuados. La vitamina B12 es
obtenida a través de las proteinas de los
alimentos de origen animal, durante el proceso
digestivo, para ello es necesaria la
participacion de las enzimas del jugo géstrico y

de un componente llamado factor intrinseco.

HO

Vitamina B12

2.6 Sintesis de nano/microgeles.

Existen varias estrategias sintéticas para la preparacion de nano/microgeles.

A) Para sintetizar nanogeles entrecruzados fisicamente se cuentan con las
técnicas siguientes: a) nanogeles autoensamblados; formados por asociacién de
polimeros anfifilicos, estos nanogeles pueden atrapar proteinas en su matriz. b)
nanogeles autoensamblados formados por varias asociaciones de polimeros,
éstos pueden actuar como chaperones atrapando a proteinas desnaturalizadas
por el calor y posteriormente ayudarlas a recuperar su estructura tridimensional

funcional. [Sasaki et al., 2010]
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B) Otros métodos quimicos para la sintesis de nanogeles son: los métodos

fotolitogréficos, el método micromoldeo, el método de microfluidos, y el método de
polimerizacion heterogénea por radicales libres (dispersion, precipitacion, mini
emulsion inversa y microemulsion inversa). También se ha utilizado Ila
polimerizacién por radicales libres controlada/viviente en medio heterogéneo para
preparar nano/microgeles bien definidos con propiedades Unicas para la liberacion
de farmacos. [Oh et al., 2008]

Se describen a continuacién los métodos de polimerizacion heterogéneos
por radicales libres, en donde las reacciones se llevan a cabo con mondémeros
hidrofilicos o solubles en agua en presencia ya sea de un entrecruzante
difuncional o multifuncional. Este tipo de reacciones son las mas ampliamente

utilizadas para preparar microgeles sintéticos bien definidos.

2.6.1 Polimerizacion por dispersion

Las ventajas de la preparacion de nanoparticulas con el método de polimerizacién
por dispersion incluyen: 1) una alta velocidad de reaccién para la polimerizacion
simple por dispersién por radicales libres, 2) la eliminacion de solventes organicos
del sistema y 3) la habilidad de producir sistemas de particulas esféricas
monodispersas. En aplicaciones médicas la ausencia de solventes organicos en
el sistema elimina la preocupacion de la toxicidad ligada a los solventes.

El solvente utilizado debera ser termodinAmicamente compatible con el
monomero, el iniciador y estabilizador estérico. La mezcla de la reaccion debe ser
homogénea al principio y la polimerizacion debe iniciarse en esta solucién. Sin
embargo, para que el proceso de dispersion pueda ser concretado, este mismo
solvente debe ser un solvente pobre termodindmicamente para los oligdbmeros y el
polimero formado. Durante el curso de la reaccion, el solvente pasa de ser un
medio para la disolucion a un a medio dispersante, y esto resulta en la
precipitacion de las cadenas del polimero para formar un nucleo de reaccion.

Ademas, los mondémeros y oligdbmeros difunden hacia el nucleo de reaccion, y la
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reaccion continia adentro. Dependiendo de la compatibilidad del medio (Solvente)

con los oligbmeros y polimeros resultantes, puede ocurrir una separacion de fases
en la etapa primaria, llevando a un control del tamafio de particula. Hay varios
factores que juegan un papel importante en el control de la cinética, la estabilidad
coloidal, el tamafio de particula y el peso molecular durante la polimerizacion por
dispersion, entre esos factores se encuentran: 1) el surfactante o el estabilizante,

2) el mondémero, y 3) el tipo de iniciador utilizado. [Leobandung et al., 2003]

2.6.2 Polimerizacion por precipitacion

Es similar a la polimerizacion por dispersion ya que involucra la formacion de una
mezcla homogénea en su etapa inicial, la iniciacion y polimerizacion se lleva en
solucién homogénea. Debido a que cuando los polimeros se van formando no se
hinchan pero si son solubles en el medio, es necesario el uso de un entrecruzante
para unir las cadenas poliméricas para que las particulas se aislen unas de otras.
Por consecuencia, las particulas entrecruzadas por lo general tienen una forma

irregular con alta polidispersidad (PDI). [Oh et al., 2008]

2.6.3 Polimerizacion por mini-emulsién inversa

Es un proceso de polimerizacion en agua/aceite (W/O) ya que contiene gotas
acuosas dispersas, estabilizadas con la ayuda de surfactantes insolubles en agua,
en un medio organico. Las dispersiones estables se forman con agitacion
mecdénica por un proceso de emulsion inversa, que genera zonas de
polimerizacion por mini-emulsion inversa. Después de la adicion de los iniciadores
de radicales, la polimerizacion ocurre dentro de las gotas acuosas produciendo

particulas coloidales.

2.6.4 Polimerizacion por micro-emulsion inversa
Mientras que la polimerizacion por mini-emulsion inversa forma macroemulsiones

cinéticamente estables alrededor de CMC, la polimerizacion por micro-emulsién
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inversa produce microemulsiones termodinamicamente estables a cantidades

emulsificante mayores a CMC. Este proceso también involucra gotas acuosas,
dispersas establemente con la ayuda de grandes cantidades de surfactantes no
solubles en agua en un medio organico continuo. La polimerizacion ocurre dentro
de las gotas acuosas, produciendo nanoparticulas coloidales estables hidrofilicas
y solubles en agua, con diametros que oscilan entre 50-100 nm. Este método ha
sido explorado para la preparacion de nanoparticulas bien definidas en base a
PNIPAAM.

2.6.5 Polimerizacién por emulsién libre de detergente
La polimerizaciébn por emulsiéon libre de detergente es una polimerizacion por
emulsion sin la adicion de un estabilizador coloidal. [Motokawa 2005].

Una desventaja de un sistema de polimerizacion por emulsion es la
contaminacion de la superficie con emulsificantes tales como surfactantes o
polimeros anfifilicos, ya que es dificil la remocién de los emulsificantes. En
cambio, el método de polimerizacién por emulsion libre de detergente es limpio ya
gue no se emplean emulsificantes.

A continuacion se describe una propuesta de un mecanismo general de
todas las polimerizaciones por emulsion. ElI mecanismo comienza con la
deformacion de la interface de la fase acuosa y el monémero en el campo de
rompimiento, por lo cual se forma un area supersaturada de monémero relativa a
la interface de la fase acuosa (Figura 2 a). Minigotas del monémero se forman en
el area supersaturada debido a la condensacién de las moléculas del monémero
(Figura 2 b). La vida de estas minigotas del mondmero que existen en la fase
acuosa esta determinada por la tensién superficial entre la minigotas y la fase
acuosa. Obviamente, cuando la tension superficial es alta, las minigotas
regresaran a la fase del monomero tan rapido como se estén formando. (Figura 2
opcion 1V). En una polimerizacion por emulsion convencional, el emulsificante

empleado favorece a la supervivencia de las minigotas. Las moléculas del
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emulsificante adsorbidas en la superficie de las minigotas no solamente bajaran

drasticamente la tension superficial sino también proveerdn repulsion
electrostéatica o impedimento estérico en contra de la destruccion de las minigotas.
Cuando la concentracion del emulsificante sea suficiente para prevenir que las
micelas puedan colisionar e incorporarse, es entonces el momento en que la mini-
emulsion puede formarse (Figura 2, d y e).

En un sistema de polimerizacion por emulsion libre de detergente, la
estabilizacion de las minigotas del mondémero depende de la adsorcién de las
moléculas de iniciador (incluyendo iones) o de la hidrofilicidad de los monémeros
si son adicionados. Los efectos de estabilidad de estas especies pueden ser
débiles. Pero, con la temperatura de polimerizacién la situacién puede cambiar
debido a que las reacciones en la fase acuosa y en la interface pueden proveer
suficiente cantidad de emulsificante para la estabilizacion de las minigotas. La
reaccion en la interface puede ser la determinante para la formacion de las
particulas en muchos de los casos, ya que los oligbmeros generados en la
interface pueden actuar como un nucleo para la condensacién de monémeros en
el &rea supersaturada. (Figura 2, opciones V y VI). Asi, la velocidad de generacion
de las particulas esta relacionada con la velocidad de reaccion en la interface, la
cual estd determinada por la concentracion del iniciador en la interface. Debido a
las caracteristicas ya mencionadas de la interface y ademéas de algunas
reacciones en la fase acuosa, se provoca que la co-polimerizacion por emulsion

sea méas abundante en los componentes hidrofilicos. [Ni et al., 2001]
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Figura 2. Mecanismo de formacion interfacial de la particula general por medio de
todos los tipos de polimerizacién por emulsion. [Ni et al., 2001]

2.7 Fundamento de técnicas de analisis

2.7.1 Medicion de tamarfo de particulas por dispersion de luz dinamica
El proceso de dispersion de luz dindmica también conocido como espectroscopia
de correlacién de foton (DLS y PCS, por sus siglas en inglés), mide el movimiento
Browniano y lo relaciona al tamafio de particula. Esto lo hace iluminando las
particulas con un laser y analizando las fluctuaciones de intensidad de la luz
dispersada [Malvern Instruments, 2004]

Las particulas en un liquido estan en constante movimiento debido al
movimiento Browniano, el cual es la movilidad de las particulas debido a

colisiones al azar con otras moléculas en el liquido. El aporte de esto para el DLS
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es gue las particulas pequefias se mueven mas rapidamente que las particulas

grandes. La relacion entre el tamafio de particula y su velocidad debido al

movimiento Browniano es definida por la ecuacion de Stokes-Einstein:

d(H) = diametro hidrodindmico

D = coeficiente de difusion traslacional

T = temperatura absoluta d(H) = %
K = constante de Boltzmann

n = viscosidad

El diametro hidrodinamico es el diametro de la esfera que tiene el mismo
coeficiente de difusién translacional que la particula. El coeficiente de difusion
translacional no depende solo del tamafio de la particula (ndcleo) sino también de
cualquier estructura de la superficie, asi como también de la concentracion y tipo
de iones en el medio.

El instrumento de DLS cuenta con un correlacionador digital, el cual mide el
grado de similitud entre dos sefiales en un periodo de tiempo. En donde dos
sefiales de intensidad iguales tendran una correlacion de 1.0 y dos sefales de
intensidad completamente diferentes tendran una correlacion de 0.0. La
correlacion de una particula grande cae mas lentamente que la correlacién de una
particula pequefia. El instrumento puede registrar una correlacién de cero en un
tiempo de 1.0 a 10.0 milésimas de segundo. Una vez que la funciéon de
correlacién ha sido medida, esta informacién puede ser usada para calcular la
distribucion de tamafio de particula. El software Zetasizer usa algoritmos para
extraer el decaimiento de las velocidades para un numero de grupo de tamafios y
asi producir una distribucion de tamafos. El rango de medicién de tamafio de
particula es de 0.6 nm a 6.0 pm.

El pardmetro del indice de polidispersidad (PDI) es adimensional, valores
de PDI menores a 0.05 son raramente vistos en la practica, aunque los

estandares de latex si llegan a presentar estos valores. Los valores de PDI
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mayores a 0.70 indican que la muestra tiene una distribucion de tamafio muy
amplia. [Chiriac et al., 2011]

2.7.2 Medicion del potencial Zeta por el Nano Zetasizer

Existe una capa eléctrica doble alrededor de cada particula. La capa que esta
. ! | doble capa

fuertemente unida alrededor de la v

particula se llama capa Stern. La capa Q Capa de

, deslizamiento
que se encuentra afuera o mas

particula

alejada, en donde los iones estan mas cargada

débilmente unidos, se llama capa

difusa. El espesor de esta doble capa

depende del tipo y concentracion de capa stern
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los iones de la solucién. Cuando la Potencial de superficie

particula se mueve, los iones que -y Potencial stern

3 i imi : P ial Z
estan hacia adentro del limite de la : otencia
|

capa difusa, se mueven junto con la 0
particula. distancia dejg?;a superficie

Los iones que estan hacia afuera de este limite no se nrgau(%\sla%rpajsldpetgcigon la
particula. A este limite se le llama el corte de la superficie hidfodifamico o plano
de desplazamiento. El potencial que hay en este limite se le conoce como
potencial Zeta.

El potencial zeta es la fuerza dispersora, en otras palabras es la medida de
la fuerza eléctrica que existe entre a&tomos, moléculas, particulas y células en un
liguido. En los seres vivos evita por ejemplo la coagulacion intravascular. La
dispersiéon ocurre debido a la repulsion mutua de las cargas con la misma
polaridad. En condiciones normales todos los componentes que ocupan el lumen
de un vaso deben tener una carga eléctrica negativa [Riddick 1968]

Existe una relacion destacable entre el potencial zeta y el potencial de

superficie, relacion que depende de la cantidad de iones presentes en la solucion.
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Asi por ejemplo, en el caso del agua, la doble capa provoca que el potencial zeta

tenga una aproximacion aceptable del potencial de superficie.

Los equipos series nano zetasizer, calculan el potencial zeta determinando
la movilidad electroforética y usando la ecuaciéon de Henry. La movilidad
electroforética se obtiene haciendo una electroforesis en la muestra y midiendo la
velocidad de la particula usando el velocimetro Laser Doppler (LDV) [Malvern
Instruments, 2004]

2.7.3 AFM
El microscopio de fuerza atdbmica provee la imagen de una superficie sin que
intervengan los efectos electronicos, al medir las fuerzas mecéanicas entre la punta
detectora (<10.0 nm) y la superficie de la superficie a una corta distancia (0.2-10.0
nm). La punta detectora esta sostenida por una especie de resorte flexible, la
punta toca gentilmente la superficie. [cibercita, f]
La fuerza puede ser descrita usando la ley de Hooke’s:
F=-K-X
K = constante del resorte flexible aprox. 0.1-1.0 N/m
F = Fuerza (las fuerzas pueden variar de nN (10°) a uN (10)

X = Deflexién del casi resorte flexible

2.7.4 TEM

En 1931 el primer microscopio electrénico fue construido por Knoll y Ruska. En
microscopia electronica de transmision, los electrones son acelerados con un
voltaje alto de entre (100-1000 kV) a una velocidad cercana a la velocidad de la
luz (0.6-0.9 c); asi que se deben considerar relativamente como particulas. La A
asociada es de unos 5 6rdenes de magnitud mas pequefia (0.04-0.008 A) que la
de la Ay, (410-660 nm). Sin embargo la aberracion de los lentes
electromagnéticos limita el angulo de convergencia del haz de electrones a 0.5°

(en comparacion de 70° de los lentes de vidrio usados en ¢ptica), lo cual reduce la
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resolucion del TEM a la orden de A, esta resolucion permite determinar imagenes

y estructura a niveles atdbmicos de la muestra.

Criterio de Rayleigh

AX = distancia que separa a dos objetos
que sep ‘ AX2 061 —

A = longitud de onda de la imagen de luz nsena

n = indice de refraccién del medio

a = angulo maximo entre el haz incidente y deflectado.

nSena = nimero de apertura

En condiciones normales un objeto serd apenas visto independientemente
de su composicién quimica en una imagen de electrén si el producto del grosor
(nm) por la densidad (g/cm®) es mayor a 10.0. Las muestras bioldgicas tienen una
densidad alrededor de 1.0 g/cm?, por lo que es dificil ver especies menores de
10.0 nm sin algun tratamiento de contraste. La densidad de la mayoria de los
contrastes usados esté entre 3.8 - 5.7 g/cm®.

La imagen se forma cuando los electrones incidentes son dispersados por
la muestra y enfocados por uno o mas lentes electromagnéticos. La region densa
0 gruesa de la muestra aparece oscura debido a que gran parte de los electrones
dispersados no alcanzan el plano de imagen. A este proceso se le llama contraste
de amplitud; y en tincidon negativa, los atomos pesados incrementan el contraste

de amplitud en muestras bioldgicas.
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CAPITULO lIl. PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 Lista de reactivos y solventes

Acido clorhidrico, 37.4%
Bacitracina, sal de zinc (bacteria liqueniformis)
Cianocobalamina (vitamina B12)

Diclorometano, 99.9%

Dihidrocloruro de 2,2’-azobis (2-metilpropionamidina) (AIBA), 97%

Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA), 98%
3,9-divinil-2,4,8,10-tetra-oxaspiro [5.5] undecano (DVA), 98%
N-isopropilacrilamida (NIPAAm), 98%

Isotiocianato de fluoresceina, 90%

Metacrilato del 2,2’-(dietilamino) etilo, 99% (DMAEM)
N,N’-metilenebisacrilamida (MBA), 99%

Persulfato de amonio (APS), 98%

Persulfato de potasio (KPS), 99%

Polietilenglicol metiléter metacrilato (PEGMA), Mw 1100 g/mol.
Polietilenglicol metiléter metacrilato (PEGMA), Mw 2080 g/mol.

Propionamida de 2,2’-azobis(2-metil-N-(2-hidroxietil),
Nitrégeno grado ultra alta pureza (UHP),
Removedor del inhibidor hidroquinina,

Membrana para dialisis, Spectra/Por MWCO:3,500, didm. 10.0 mm

(Fermont)
(Sigma)
(E. K. C))
(Fermont)
(Aldrich)
(Aldrich)
(Aldrich)
(TClI)
(Sigma)
(Aldrich)
(Aldrich)
(Aldrich)
(Faga Lab)
(Aldrich)
(Aldrich)
(Wako)
(INFRA)
(Aldrich)

Membrana para dialisis, Spectra/Por MWCO:15,000, didm. 10.0 mm
Membrana para didlisis, Spectra/Por MWCO:12-14,000, didm. 29.0 mm
Membrana para didlisis, Spectra/Por MWCO:50,000, diam. 29.0 mm
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3.2 Instrumentos de medicion

3.2.1 Espectrofotometros UV-Vis
1). Beckman Coulter, DU520. Espectrofotdmetro UV/Vis para uso general.

2). Thermo Scientific Genesys 20 espectrofotometro. Modelo 4001/4

3.2.2 Liofilizador
Labcono, Equipo Freeze Dry Sistem/Freezone 4.5, Serie 030909557

3.2.3 Potenciémetro
Corning-Combo W/PT, contenido interior 3.0 M KCI. cat 476436

3.2.4 Dispersor de Luz Dindmica. DLS

Instrumento Zetasizer Nano-ZS, modelo ZEN3500 con laser verde de 532 nm.

3.2.5 Fluorémetro
Thermo Scientific Fluoroskan Ascent. FL 2.6. No. Serie: 374-3189C
Excitacion 485, Emission 538, agitacién 10s, velocidad 1200 rpm, cuenta con un

soporte para una rejilla de 96 pocillos.

3.2.6 Microscopio de fuerza atémica. AFM

Agilent Technologies (molecular imaging) 5PM 5100, software WSxM develop 3.0

3.2.7 Microscopio electrénico de transmision. TEM
JEOL JEM-2010, Voltaje de aceleracién 200KV. Resolucion aprox. 1.8-1.9 A°

3.2.8 Espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR)
Fourier transforms infrared spectroscopy, Perkin Elmer, 1605 series FTIR
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3.3 Purificacion de reactivos

3.3.1 Purificacion de NIPAAmM

Se disolvié 25.0 g de NIPAAm en unos 200.0 mL aprox. de hexano manteniendo
una temperatura de 45°C sumergiéndolo en un bafio de agua. Una vez disuelto,
se retird del bafio, se ambienté a temperatura del cuarto y se coloc6 en un bafio
de hielo para precipitar. Posteriormente se filtr6 a vacio y se hicieron lavados con
200.0 mL de hexano frio. Se dej6 evaporar el solvente para poder ser usado [Lee
2006]

3.3.2 Purificacion de DMAEM y EGDMA
Se corrié el mondémero por una columna empacada con removedor del inhibidor

de hidroquinona.

3.4 Procedimiento experimental

Para la realizacion de todos los experimentos se parti6 de un trabajo de
investigacion previo [Serrano-Medina et al., 2012]. El primer parametro que se
adoptd fue hacer las reacciones a una concentracion del 1.0% w/v, ya que se
observé que con una concentracién del 2.0% w/v se formaba un precipitado. El
segundo parametro que se considero fue la relacion de NIPAAmM:PEGMA (70:30
w/w), ya que en la realizacion de las reacciones con PEGMA, se observé que a
mayor contenido de PEGMA el tamafio de particula disminuia, sin embargo un
contenido mayor de 40.0% w/w resulta ser excesivo para estabilizar las
nano/microparticulas de NIPAAm. Cabe mencionar que estos autores utilizaron
1.0% mol de EGDMA como entrecruzante en esos experimentos. El dltimo
parametro que se establecio fue el de realizar las reacciones a una temperatura
de 85°C.



Parte experimental

3.4.1 Purificacion de nano/microgeles

Una vez sintetizadas las nanoparticulas, éstas se purificaron mediante dialisis; se
corté un tramo de unos 16.0 cm de largo de una membrana tubular MWCO: 12-
14,000, se sumergid en agua destilada para hidratarla. Se cerr6 uno de los
extremos con unas pinzas especiales para membranas, después en el otro
extremo se vertid la muestra y se cerré el extremo con otra pinza. La membrana

se sumergioé en agua durante 5 dias, renovando este solvente una vez por dia.

3.4.2 Liofilizacién

Las muestras purificadas nano/microgeles, se congelaron en viales y se
liofilizaron dentro del portamuestras del equipo (vasos de LABCONCO). Para
muestras con poco volumen (<10.0 mL) se liofilizé durante un dia y medio, y para

muestras con volimenes mayores durante 2.5 dias.

3.4.3 Reconstitucioén
Los nano/microgeles liofilizados se reconstituyeron con el volumen necesario de
agua destilada/desionizada, para obtener una concentracién igual a la que se

tenia cuando se realizo la reacciéon, aproximadamente 1.0% W/V.

3.4.4 Determinacion del tamafio por DLS

a) Determinacion de Tamaio de particula

El tamafio de particula se determiné de la siguiente manera: se tomé6 un 1.0 mL
del producto de la reaccién aforandose a 10.0 mL con agua destilada y filtrada, de
esta dilucion se transfirid una alicuota de 1.0 mL a una celda transparente la cual
a su vez se coloco en la rejilla del instrumento. La muestra se analizé usando
paradmetros siguientes:

Medicion: tamafo

Material: NIPAAm, IR: 1.42 Absorcion: 0.01

Dispersante: agua, T.25°C Viscosidad: 0.8871 cp IR: 1.33
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Temperatura: 25°C Tiempo de equilibrio: 240 s

Celda: DTS0012 cubeta desechable

Angulo de deteccion: 173° Duracién de la medicién: automatico

Numero de mediciones: 3

Atenuacion: automatico Extension de duracién para particulas grandes: No

Modo de analisis: Propdsito general (resolucion normal).

b) Determinacion de la variacion del tamafo de particula haciendo un barrido de

temperatura
La variacion del tamafio de particula en funcion del cambio de temperatura se

determind de la siguiente manera: un 1.0 mL de la reaccién se aforé a 10.0mL con
agua desionizada/filtrada, de esta dilucién se transfirié una alicuota de 1.0 mL al
porta muestra del instrumento, y se analizé la muestra usando los parametros
siguientes:
Medicién > Barrido > Temperatura > Tamafio
Material: NIPAAm, IR: 1.42, Absorcion: 0.01
Dispersante: Agua, T. 18.0°C, Viscosidad: 0.8872 cp, IR: 1.330
Barrido: Secuencia de barrido: 20.0-50.0°C, Intervalo cada 2.0°C,
v' Regresar a la temperatura de inicio.
v determinar el punto de fusion
Tiempo de equilibrio: 240 s
Numero de mediciones: 1

Duracion de la corrida: 2:00

3.4.5 Determinacion del potencial Z

Un mililitro de la muestra se aforé a 10.0 mL, con esta dilucion se llené una celda
de potencial zeta y se coloco en el equipo, y se analizd usando los parametros
siguientes:

Medicion: Potencial Zeta
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Material: NIPAAm, IR: 1.42 Absorcion: 0.01

Dispersante: agua, T.25°C Viscosidad: 0.8871 cp IR: 1.33
Temperatura: 25°C Tiempo de equilibrio: 120 s

Celda: DTS1060C, cubeta transparente desechable zeta

Duracion de la medicion: automatico Numero de mediciones: 3
Atenuacion: automatica Voltaje: automatico

Modo de analisis: propésito general

3.4.6 Titulacién acido-base (método potenciométrico)
Se pes6 aproximadamente 20.2 mg de una muestra liofilizada, y usando la
siguiente relacion: 100.0 mg de muestra diluida en 50.0 mL de KCI 0.5 M, se
adiciono a esta muestra 6.29 mL de KCI 0.5 M, la solucién resultante se dejé en
agitacion por no mas de 30 min, ya que las muestras se disolvian facilmente.
Dado que las soluciones de las muestras presentaban un pH cercano a
6.0, todas las muestras se llevaron a un pH=11.7 con KOH 0.0848 M para
asegurar que los grupos basicos estuvieran neutros. Después, las muestras se
titularon con HCI 0.1053 M hasta llegar a un pH cercano a 1.90. Posteriormente
se hicieron los calculos correspondientes para la determinacion de grupos

basicos, y en otros casos para la determinacion de grupos acidos.

3.4.7 Preparacion de la muestra para microscopia AFM

Se diluy6 330.0 uL de muestra en 10.0 mL de agua destilada y filtrada (para tener
una concentracion final de 0.4 mg/mL), esta dilucién se utrasonificé durante 20
minutos, se sometio a agitacién por 2 horas mas y se dejo reposar toda la noche,
al dia siguiente la muestra se filtr6 a través una membrana de 0.45 y. Se eliminé
el polvo de la mica antes de colocar la muestra. Se colocé una gota de la muestra
sobre la mica y se dejo secar por 8 h (en in lugar libre de polvo). La muestra se

encontraba lista para su analisis por AFM.
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3.4.8 Preparacion de la muestra para microscopia TEM

Sobre una malla de cobre recubierta con carbén Lacey de 400 mesh, se coloco
2.0 yL de la muestra diluida en agua (0.4 mg/mL), se dejé secar por un minuto,
sobre la muestra se afiadio 2.0 pL del colorante de contraste (acido fosfotungstico
al 1.0%), se dejo secar y nuevamente se afiadié 2.0 yL del colorante, se permitié
gue la muestra se secara y se guardo en un lugar libre de polvo hasta su analisis
por TEM.

3.5 Influencia de la carga del iniciador en la sintesis de nano/microgeles en

la reaccién de polimerizacion por emulsion libre de detergente.

Se emplearon cuatro iniciadores, de los cuales dos son aniénicos (KPS, APS),
uno cationico (AIBA) y el otro es neutro (VA-086), y tres entrecruzantes (DVA,
EGDMA Y MBA).

3.5.1 Sintesis de nano/microgeles mediante la técnica de polimerizacion por

emulsion libre de detergente. (NIPAAM/PEGMA, entrecruzante, iniciador)

La formulacion utilizada fue la siguiente: NIPAAM/PEGMA (70:30 w/w), 1.0% (de
los moles de la NIPAAm) de entrecruzante, y 2.0% (de los moles de la NIPAAm)
de iniciador.

A continuacion se describe el protocolo utilizado: en un matraz bola de
100.0 mL equipado con un agitador magnético se mezcl6 lo siguiente: 0.3521 g
(3.11x10°® moles) de NIPAAm, 0.154 g (1.4x10™ moles) de PEGMA, y 7.1 mg
(3.34x10™° moles) de DVA, en 50.0 mL de agua desionizada y filtrada. Se sell6 el
matraz con un tapon septum, se le insertdé una aguja larga para permitir la
alimentacion de gas nitrégeno y otra una aguja chica para eliminar el oxigeno.
Después de 30 minutos se retiraron las agujas, se reforzé el sellado del matraz

con parafilm (plastico parafinado) y se trasladd el matraz a un bafio de aceite para
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mantenerlo a una temperatura fija de 85°C (el equilibrio de temperaturas se
alcanza en aproximadamente 30 min), a continuaciéon se inyecté 0.28 mL de una
solucién de APS previamente preparada, tal cantidad contenia 0.0165 g (7.26x10°
> moles) de APS; y asi se inici6 la reaccién de polimerizacién, en la Figura 3,

podemos ver un diagrama general del proceso de la sintesis.

NIPAAM +
comonomeros**
‘ PEGMA* + gas Iniciador
Entrecruzante inerte ,
Agua I i

*Se adiciona en la sintesis por polimerizacion por emulsion libre de detergente
*DMAEM, MA

Figura 3. Diagrama general de la sintesis de nano/microgeles por polimerizacién
por dispersion y emulsion libre de detergente.

El progreso de las reacciones de polimerizaciéon se sigui6 mediante la
determinacién del porcentaje de transmitancia de alicuotas (a intervalos fijos de
tiempo, se extrajo con una jeringa 1.0 mL de solucién de reaccién sin diluir y se
determind su % de T en un espectrofotometro UV-Visible) de la mezcla de
reaccion conforme transcurre el tiempo. El tiempo final de reaccién, es el tiempo
transcurrido hasta que las lecturas de % de transmitancia dejan de variar y

permanecen constantes.
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3.6 Estudio del efecto del entrecruzante en el tamafio de particula mediante

la reacciéon de polimerizacion por dispersion.

3.6.1 Sintesis de nano/microgeles mediante la técnica de polimerizacion por
dispersion. (NIPAAm, entrecruzante, iniciador)

La formulacién que se estudié fue la siguiente: 4.44x10 moles de NIPAAm, del
entrecruzante se tomoé lo equivalente a 5.0% de moles de la NIPAAm y del
iniciador se inyecto lo equivalente a 2.0% de moles de NIPAAmM.

Se hace una descripcion breve del protocolo: se colocé el monémero de
NIPAAmM (0.5032 g, 4.44x10° moles), y el entrecruzante EGDMA (0.043 g,
2.17x10™ moles) en un matraz bola de 100.0 mL, se disolvieron en 50.0 mL de
agua desionizada y filtrada. Se mantuvo bajo agitacién, en atmaésfera inerte de N,
por 30 minutos. Transcurrido el tiempo el matraz se transfirié a un bafio de aceite
con una temperatura de 85°C, se dejé equilibrar la temperatura por unos 30
minutos, después de este tiempo se adiciond el iniciador APS (0.02 g, 8.76x10™
moles). A partir de este momento se empezé a monitorear la reaccién. (Figura 3)

Se mantuvo el matraz bola alimentado con N, sellado con un tapén
septum, y equipado con una aguja de escape, la aguja de la jeringa se lavo cada
vez que se tomé una alicuota de la muestra a diferentes tiempos durante la
reaccion. Las alicuotas de la muestra se tomaron a los siguientes intervalos de
tiempo: 2, 5, 10, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75 minutos. Se succion6 1.5 mL de
muestra cada vez, e inmediatamente un 1.0 mL de ésta se afor6é a 10.0 mL con
agua desionizada y filtrada.

Las modificaciones que se hicieron fueron las siguientes, 1) se vari6 el
entrecruzante (1.0, 2.0, 3.0, 4.0, y 5.0%; EGDMA, DVA y MBA, respectivamente)
manteniendo el iniciador (APS) al 2.0% de moles de NIPAAmM. 2) se vario el
porcentaje del iniciador a 4.0%, manteniendo la misma variacion en los

entrecruzantes.
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Las muestras se leyeron en el espectrometro visible a una A = 542 nm a fin
de obtener el % de transmitancia, el cual varia conforme aumenta turbidez por el
avance de la reaccion. Al finalizar la reaccion se determind el tamafo
hidrodindmico de los nano/microgeles mediante DLS.

A las muestras purificadas (punto 3.4.1) se les determind lo siguiente: la
estabilidad de las particulas en solucién, tamafio, PDI, el efecto de la temperatura
y pH en el diametro hidrodinamico de las particulas via DLS. En algunas muestras
se determiné la carga superficial. La morfologia y tamafio de las particulas se

caracteriz6 por microscopia (AFM)

3.7 Estudio de la incorporacion de DMAEM en los nano/microgeles de
NIPAAmM/PEGMA.

3.7.1 Sintesis de nano/microgeles mediante la técnica de polimerizacion por
emulsion libre de detergente. (NIPAAM/PEGMA (70:30 w/w); entrecruzante,
iniciador, DMAEM)

Se mezclé 0.3513 g (3.10x10° moles) de NIPAAm, 0.1516 g (1.38x10™ moles) de
PEGMA, 0.024 g (1.53x10™ moles) de DMAEM y 0.0161 g (7.58x10™ moles) de

DVA, en un en un matraz bola de 100.0 mL, y se disolvieron con 50.0 mL de agua

desionizada vy filtrada, se dej6 en agitacion en atmdsfera inerte por 30 min.
Transcurrido el tiempo se selld bien el tapon septum con parafina y se transfirié el
matraz a un bafio de aceite con una temperatura de 85°C, ahi se dejé por 30
minutos para equilibrar la temperatura de la muestra, después de ese tiempo se
adicion6 0.014 g (6.13x10° moles) del iniciador APS, y a partir de este momento
se dejaron transcurrir 45 minutos (Figura 3). Al finalizar el tiempo, el matraz con la
mezcla de reaccion se transfiri6 a un bafio de hielo y se prosiguié con la
purificacion (punto 3.4.1)

Las modificaciones que se hicieron para esta serie de reacciones fueron

las siguientes: primero se vario el peso molecular del PEGMA, utilizadndose uno
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con peso molecular de 1100 g/mol y otro de 2080 g/mol. Luego se vario el
contenido de entrecruzante a 2.5% y 5.0% de moles de NIPAAm. También se
modifico el iniciador usando APS y AIBA; por ultimo se varid el contenido de
DMAEM.

A las muestras purificadas, se les determind lo siguiente: la estabilidad de
las particulas en solucion, tamafo, PDI, el efecto de la temperatura y pH en el
diametro hidrodinamico de las particulas via DLS. En algunas muestras se
determiné la carga superficial. Se caracteriz6 la morfologia y tamafio de las
particulas por microscopia (TEM). Y se llevo a cabo las titulaciones acido-base

para determinar el contenido de base presente.

3.7.2 Sintesis de nano/microgeles mediante la técnica de polimerizacion por
emulsion libre de detergente. (NIPAAM/PEGMAso_(70:30 wiw); DVA,
iniciador, MA)

Para contar con una referencia se realiz6 la sintesis con un monémero acido (MA)

en vez de DMAEM, en donde se vari6 el iniciador (AIBA y APS). En esta sintesis
se ajusto el pH de la solucién una vez que se afadi6 el MA y antes de incorporar
el DVA, ya que este entrecruzante comienza a degradarse una vez que el pH
alcanza un valor de 5.0 o inferior.

Se mezcl6 0.3533 g (3.12 mmoles de NIPAAm), 0.1607 g (0.077 mmoles)
de PEGMAs0 ¥ 10.0% (en base a moles de NIPAAm) 0.305 mmoles de MA; en
este punto la solucion presenté un pH=3.38, se adicioné lentamente 3.0 mL de
NaOH 0.1 N para subir el pH (hasta alrededor de 7.41), el volumen afiadido NaOH
0.1 N se restd de los 50.0 mL de agua destinados originalmente para realizar la
reaccion. Después de esta neutralizacion se agregé 0.0166 g (0.078 mmoles) del
entrecruzante DVA. Posteriormente se procedié como en las sintesis anteriores,
para llevar acabo la polimerizacion, se inyecto el iniciador: 0.0169 g (0.062
mmoles) de AIBA y la reaccion se llevd a cabo durante 45 minutos (Figura 3). La

purificacion se llevé a cabo de la misma manera que en las sintesis anteriores.
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3.7.3 Marcado de la bacitracina con el isotiocianato de fluoresceina (isbmero
1)

Se prepararon dos soluciones, una de FITC, para la cual se mezcl6 4.0 mg de
FITC en 0.8 mL DMSO,; y otra en donde se mezclo 40.0 mg de bacitracina (sal de
Zn) en 3.0 mL de Na,CO3; 0.5 M. Ambas soluciones se mezclaron y se aforaron a
un volumen final de 15.0 mL con agua destilada y filtrada. El vial se protegi6 de la
luz con papel aluminio, y se mantuvo a una temperatura de 4°C por 8 h. Después
de ese tiempo, la reaccién se detuvo agregando 5.0 mL de NH4Cl a 200.0 mM, y

se mantuvo por 2 h méas a temperatura de refrigeracion.
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Una vez terminada la reaccién la muestra se pre-centrifugd colocando
aproximadamente 1.6 mL en un tubo eppendorf de 2.0 mL por 5 minutos a 14.5
rom. La solucién centrifugada anterior se transfiri6 a un dispositivo de
ultrafiltracién de 3.0 KDa montado sobre un tubo cénico de 15.0 mL, se centrifugo
por 30 min cada vez, a 5000 rpm y 20°C; el proceso anterior se repitid6 hasta
obtener una columna de solucion en el filtro de aproximadamente 5.0 mm. Se

prosiguié con cuatro lavados de agua. Dejandose finalmente una columna de
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hasta 5.0 mm después del filtro interno. El ultrafiltrado anterior se transfirid en su
totalidad a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se congeld y posteriormente se liofilizo.

Se utilizé cromatografia en capa fina como método de identificacién. (Anexo 7.8)

3.7.4 Cargado de los nanogeles con vitamina B12

Se diluy6 8.3 mg de vitamina B12 en 1.0 mL de solucién amortiguadora a pH 7.4,
posteriormente se mezcld con una solucion de nanogel (41.5 mg de nanogel seco
en 2.0 mL de solucion amortiguadora a pH 7.4). Se guard6 la mezcla a una
temperatura de 4°C por 4 dias.

Una vez transcurrido el tiempo, se coloco la mezcla en una membrana de
didlisis de 3,500 MWCO, y se sumergi6 en 80.0 mL de una solucion
amortiguadora a pH 7.4, cambiando la solucion cada hora por cuatro horas. Una
vez terminado el proceso, se transfirié la solucion a un vial previamente tarado,

para ser liofilizado y se continu6 con los estudios de liberacion.

3.7.5 Determinacion del cargado de los nanogeles con vitamina B12

Se realizd una curva estandar partiendo de una solucién madre de concentracion
1.0 mg/mL de vitamina B12 en una solucion de (DMA:Agua, 1:1); la gréfica se
puede ver en el Anexo 7.12. Posteriormente se prepard una solucion madre de
nanogeles cargados en (DMA:Agua 1:1) a una concentracion de 1.0 mg/mL
(dejandose en agitaciéon por 5 hrs.), una vez disuelta se hizo una dilucién (1:12.5)
la cual se leyé por UV a una longitud de 361 nm, se hicieron los calculos

correspondientes al % de carga y eficiencia, usando las formulas del Anexo 7.13.

3.7.6 Estudio de liberaciéon de los nanogeles cargados con vitamina B12

Se pesO 4.7 mg de nanoparticulas cargadas y se disolvi6 en 10.0 mL de una
solucion amortiguadora a pH 7.4, y a pH 5.0 respectivamente, una vez disuelto se
introdujo la solucion en una membrana de 12-14,000 MWCO, posteriormente se

sumergio en 100.0 mL de una solucién amortiguadora a pH de 7.4 y pH 5.0. Estas
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liberaciones se realizaron a dos temperaturas a 37 y a 42°C. Una vez que se
sumergio la membrana al medio, se empezé a tomar el tiempo de liberacion, se
tomé una alicuota de 1.0 mL en intervalos de tiempos, se reemplazé el mismo
volumen del medio con nueva solucion amortiguadora al mismo pH. Las muestras
obtenidas se leyeron por UV a una longitud de 361 nm. Después se obtuvieron las
concentraciones de las alicuotas por medio de las graficas estandares

correspondientes (Anexo 7.10 y 11).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Influencia de la carga del iniciador en la sintesis de nano/microgeles en

la reacciéon de polimerizacion por emulsion libre de detergente.

En la parte experimental ya se mencioné las condiciones de la sintesis y las
variaciones que se hicieron, en la Tabla 2, se muestra un resumen de los tiempos
totales de reaccion de cada sintesis. Los tiempos Optimos de reaccion se
determinaron graficando el porcentaje de transmitancia contra el tiempo, y una
vez que ya no se apreciaba algun cambio significativo en la turbidez, se detuvo la
reaccion. En el caso del AIBA, la reaccion se dejé proceder por mucho mas
tiempo para asegurarse que no disminuiria conforme al tiempo. Todas las
reacciones partian de una solucion clara y esta se iba tornando turbia o azul tenue

conforme avanzaba la polimerizacion.

Tabla 2. Tiempo total de reaccion de sintesis de nano/microgeles por medio de la
polimerizacién por emulsién libre de detergente, con todas las combinaciones de
iniciadores y entrecruzantes.

Iniciador DVA EGDMA MBA
térmico por h' min” h' min” h' min”
radicales libres
KPS 2’ 407 3’207 2'15”
APS 1 20” 2'15” 3 30"
AIBA 8’ 30” 20’ 407 115"
VA-086 pp ~ 30” pp ~ 40" pp ~40”

(pp) precipitado

Con las graficas de transmitancia podemos tener una idea de la velocidad
de crecimiento de la particula conforme avanza el tiempo de la reaccion, asi
cuando ya no se ve un decremento del % de transmitancia se puede decir que el
tamafio de particula se ha estabilizado. Esto se puede ver claramente en las
reacciones con VA-086, las cuales forman precipitados y se pudo corroborar
visualmente (Figura 4 y 5).
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Figura 4. Medicién del % de transmitancia (A=600 nm) con respecto al tiempo de
reaccion NIPAAmM/PEGMA, EGDMA 1.0% e iniciador al 2.0%.

Todas las reacciones que se hicieron con 2.0% de iniciador VA-086 y con
los 3 entrecruzantes precipitaron entre 30 y 40 minutos. Se hicieron otras
reacciones con VA-086 en donde se varid la concentracion de este iniciador a
4.0% y 1.0% usando el entrecruzante EGDMA, pero aun asi el de 4.0% precipitd a
los 10 minutos y el de 1.0% no precipitd pero se formd un gel blanco opaco
alrededor del agitador magnético, el cual se disolvié al enfriarse la reaccion.

Las particulas con entrecruzante MBA fueron mas heterogéneas y con
mayor PDI en comparacion con las que contenian EGDMA y DVA, esto se puede
observar en la Tabla 3; no se optimiz6 la formulacién, ya que esto no se habia
planteado como objetivo en esta parte. Las muestras se almacenaron

(aproximadamente 6 meses) para determinar su tamafno posteriormente.
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Figura 5. Medicion del % de transmitancia (A=600 nm) con respecto al tiempo de
reaccion NIPAAM/PEGMA, DVA 1.0% e iniciador al 2.0%.

Tabla 3. Diametros hidrodindmicos medidos por intensidad por DLS a 25°C, con

su correspondiente valor de PDI, tomada en el tiempo final de reaccién, las cuales
son diferentes para cada muestra.

Iniciador DVA EGDMA MBA

térmico por Dn(nm)/PDI  Dp(nm)/PDI  Dy(nm)/PDI
radicales libres

KPS 139/0.211  403/0.248 217%0.574
APS 98%/0.281 b 87%/0.495
AIBA 139/0.211  403/0.248 217%/0.574

% son muestras con mas de una distribucién de tamarios
® muestra insuficiente ya que el muestreo en esta reaccién fue mayor
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Figura 6. Medicién del % de transmitancia (A=400 nm) con respecto al tiempo de
reaccion NIPAAM/PEGMA, AIBA 2.0% y entrecruzante al 1.0%.

Los resultados expresados en la Tabla 3, se tomaron al final de la reaccion,
ya que no fue posible seguirlos por DLS al momento de las reacciones. Se puede
ver que solo con DVA y los tres iniciadores (AIBA, APS y KPS) se obtuvo
particulas con una sola distribucién de tamafios y su PDI correspondiente es
menor a 0.2, lo que nos indica una buena homogeneidad de tamarios.

La Figura 6 muestra una serie de reacciones con el iniciador AIBA y con
cada entrecruzante, ya que en los resultados preliminares (Tabla 3) estas
particulas tenian diametros hidrodindmicos mas pequefios; a continuacion se dan
los diametros hidrodinamicos por intensidad y su correspondiente PDI [Dy, (nm),
(PDI)]: MBA [155 nm (0.459)], EGDMA [166 nm (0.299)] y DVA [112 nm (0.134).
Con esto se puede corroborar que con MBA se obtienen microgeles mas
heterogéneos en su tamafio, y con DVA hay menor dispersion de tamafios entre

las particulas formadas.
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Como ya se mencion6 anteriormente en el punto 2.6.5 la estabilizacion de
las minigotas de mondmero durante la reaccion, depende de la adsorcidén de las
moléculas del iniciador (incluyendo iones) o de la hidrofilicidad. EI PEGMA actua
como un estabilizante, también parece que los iniciadores se van hacia la
superficie de la particula en donde la carga que contienen provee cierta repulsion
electrostatica y asi hay mayor estabilidad de las particulas en solucion. Por lo
tanto se cree que el iniciador VA-086 que no tiene carga, no ayuda a la
estabilizacion de las particulas, al contrario de lo que ocurre con los otros

iniciadores.

4.2 Estudio del efecto del entrecruzante en el tamafio de particula mediante

la reaccion de polimerizacion por dispersion.

De acuerdo a los resultados de las 3 series de polimerizaciones en donde se varié
el contenido de APS de 2.0 a 4.0%, y contenido de entrecruzante del 1.0, 2.0, 3.0,
4.0,y 5.0%, (Anexo 7.1), se escogio6 trabajar con APS 4.0% y con entrecruzante al
5.0%. Experimentos previos en nuestro laboratorio indican que las particulas con

5.0% de entrecruzante resisten mejor el proceso de liofilizacion.

4.2.1 Determinacion del tamafio de las particulas a una temperatura fija de
medicion.

En la Figura 7a, se observa la distribucion de tamafios de los microgeles, que se
midié por intensidad a 25°C, preparados con tres entrecruzantes diferentes (5.0%
mol de entrecruzante en base a mol de NIPAAm). Las tres muestras presentaron
una distribucién monomodal. El didmetro hidrodindmico por intensidad presenté el
siguiente orden: MBA (708 nm) > EGDMA (452 nm) > DVA (366 nm). Los indices
de polidispersidad de los microgeles fueron 0.169, 0.167 y 0.139 para los
entrecruzantes MBA, EGDMA y DVA respectivamente, lo cual sugirio

distribuciones moderadamente homogéneas.
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Figura 7. Distribucion del tamafio de microgeles preparados con tres diferentes
entrecruzantes (5.0% mol de entrecruzante y 4.0% mol de APS) a 25 °C, b 50°C.
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A 50°C, arriba de la temperatura critica baja de solucion (LCST), los microgeles
con entrecruzante MBA también tuvieron una distribucion de tamafio mas grande:
274 nm (PDI=0.062), mientras que para los microgeles con EGDMA fue de 225
nm (PDI=0.156), y para los de entrecruzante DVA fue de 200 nm (PDI=0.01)
como se muestra en la Figura 7b.

4.2.2 Determinacién de velocidad de reaccion por medicion de la
transmitancia (turbidez)

Para explicar la diferencia observada en la distribucion de tamafios obtenida con
cada entrecruzante usado, se hicieron mediciones de transmitancia de las
muestras a tiempos diferentes durante la reaccion. Se realiz6 dos series de
reacciones con una formulacion general: (4.42 mmol de NIPAAm, 0.22 mmol de
entrecruzante y 0.088 mmol APS), en cada serie se emple6 a los tres
entrecruzantes (DVA, MBA y/o EGDMA); en una serie solo se duplicé la cantidad
de iniciador del 2.0 al 4.0% mol de APS.

100 —&— EGDMA
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901 —%— MBA
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50

Transmitancia (%)
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Figura 8. Medicion del % de transmitancia con respecto al tiempo de
microparticulas de NIPAAmM dispersas, preparadas con tres diferentes
entrecruzantes (5.0% mol de entrecruzante y 2.0% mol de APS)
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Como se puede apreciar en la Figura 8, aproximadamente a los 15 minutos de
haber iniciado la polimerizacion la transmitancia de la muestra con MBA ya no
disminuyd, a diferencia de las muestras con EGDMA y DVA en donde ya no
decreci6 a partir de los 35 minutos.

En los resultados mostrados en la Figura 9, se aument6 a 0.176 mmol de
iniciador y se observo que la muestra con MBA y EGDMA no sufrian cambios
después de los 10 minutos y con DVA no hubo cambios a partir de los 25 minutos.
Lo cual sugiere que la polimerizacién con DVA fue mas lenta en ambos casos; en
cambio con EGDMA fue mas lenta usando 2.0% de APS que con 4.0%. Se puede
decir que la polimerizacion con MBA fué mas rapida en ambos casos, ya que el %
de transmitancia se estabilizé méas rapidamente. Con base a lo anterior, se decidié

gue 45 minutos es el tiempo suficiente para la sintesis de nanogeles.
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Figura 9. Medicion del % de transmitancia con respecto al tiempo, microparticulas
de NIPAAm dispersas, preparadas con tres diferentes entrecruzantes. (5.0% mol
de entrecruzante y 4.0% mol de APS)
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En los dos casos se aprecidé una precipitacion al usar EGDMA. Se pudo
concluir que usando 2.0% de APS la polimerizacion fue mas lenta en general. La
velocidad de polimerizacion puede ser explicada por el mecanismo de
polimerizacion de hetérofase. EIl mondémero y el iniciador son solubles en el medio
de polimerizacion, pero el medio es un solvente pobre para el polimero resultante.
La mezcla de reaccion fue homogénea al principio y la polimerizacion se inicié en
una solucibn homogénea, pero una separacion de fases ocurri6 a etapas
tempranas de la polimerizacién, esto llevd a una nucleacién y formaciéon de
particulas primarias, por consiguiente las particulas formadas se hincharon por el
medio de polimerizacién, como resultado, la polimerizacion procedié mayormente
dentro de las particulas individuales en donde cadenas radicalicas solas
estuvieron separadas de otras. Ademas, la polimerizacion al parecer fué mas
rapida que en el sistema homogéneo. También podemos observar en las Figuras
8 y 9 que el DVA tiene un % de transmitancia menor, lo que nos indicé que las
microparticulas estan mas colapsadas. La transmitancia de la mezcla de reaccion
fue practicamente 100.0% a 542 nm para los tres entrecruzantes estudiados, asi
gue el cambio de la transmitancia con respecto al tiempo no pudo ser atribuido a
las propiedades Opticas de los mondmeros. A estas muestras también se les
midio el diametro hidrodindmico por intensidad en el Anexo 7.2 se encuentran las

gréficas.

4.2.3 Determinacion del tamafio de las particulas respecto al tiempo de
polimerizacién

En la Figura 10, muestra la cinética del tamafio de particula. Los microgeles
entrecruzados con MBA mostraron un incremento rapido en el tamafio y después
el tamafo decrecio ligeramente al alcanzar un valor final. Resultados similares se
observaron en el caso de los microgeles entrecruzados con EGDMA. EIl tiempo
para alcanzar el tamafio maximo concuerda con el tiempo para alcanzar el

minimo en el valor de transmitancia como se muestra en la Figura 9. Por otro
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lado, los microgeles entrecruzados con DVA mostraron un incremento en el
tamafo conforme el tiempo de reaccion transcurria hasta que alcanzaron un
tamafio maximo. Se hipotetizd6 que el entrecruzante MBA se comporté como un
entrecruzante hidrofilico (soluble en agua: 19.4 mM), asi que cuando se estaba
formando el nucleo del microgel se hincha en una cantidad considerable de una
solucion acuosa del mondémero. Los monOmeros absorbidos se polimerizaron
rapidamente adentro del nudcleo resultando en microparticulas con tamafio
grande. Cuando una gelaciébn completa ocurre, la entropia elastica lleva al
microgel entrecruzado a su tamafio de equilibrio. Un efecto similar se observo
durante la sintesis de microgeles entrecruzados con EGDMA, en este caso, el
efecto hidrofilico es menos pronunciado (solubilidad en agua: 9.1 mM), resultando
en una incorporacion menor de mondmeros solubles en agua, produciendo
microgeles de tamafio menor. Por otro lado, los microgeles entrecruzados con
DVA no mostraron este comportamiento en el tamafio pero si un incremento
continuo en el tamafio. Esto puede ser explicado considerando la baja solubilidad
del DVA (solubilidad en agua 4.3 mM) asi que cuando las particulas primarias se
forman por la fase de separacion de los microradicales formados, no estan
completamente hinchados. Por lo cual, no ocurre una reaccién rapida por la
compartamentalizaciéon de los mondémeros al interior de los microgeles, al
contrario las semillas formadas crecen debido a la incorporacién de los
monomeros de la solucion, hasta que la reaccion se detiene. El resultado fue un
microgel de DVA con tamafio mas pequefio en comparaciéon con los otros

entrecruzantes.
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Figura 10. Tamafio del didmetro hidrodinamico por intensidad de las particulas al
finalizar la reaccion a diferentes tiempos.

4.2.4 Determinacion de la conversion respecto al tiempo de polimerizacion

La Figura 11, muestra la conversion de la reaccién contra el tiempo, la cual
concuerda con la conversion comparada con la cinética de cambio en tamafio. Se
observé que la conversién de las microparticulas entrecruzadas con MBA, se
incrementd rdpidamente con el tiempo, debido a la incorporacion de monémeros
dentro del microgel antes del término del proceso de entrecruzamiento. Por otro
lado, el entrecruzamiento con DVA mostré un lento pero estable incremento en la
conversion de acuerdo con la cinética del incremento en tamafio. Los resultados
fueron muy similares a lo reportado en la produccion de un microgel por
polimerizacién por emulsion del metacrilato de 2-hidroxietil (HEMA), un material
hidrofilico [Chiriac et al., 2011]. Cuando no hay entrecruzante o se usa 5.0% mol
de DVA en la formulacion se incrementa rapidamente el tamafio del microgel a
unos cuantos minutos de haber empezado la reaccion. Después de la etapa de
iniciacién, el tamafio de los microgeles decrecié conforme el tiempo avanzé hasta

gue se alcanzo el equilibrio. Por tanto, cuando el entrecruzante esta a 10.0% mol
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de DVA, las particulas muestran un ligero aumento en el tamafio con respecto al
tiempo, hasta que se alcanza el tamafo final, el cual es mas pequefio que con la
otra composicion estudiada. Los autores consideran que esto indica que a 10.0%
mol de DVA éste imparte hidrofobicidad a las microparticulas de PHEMA

haciéndolos menos hinchables durante la formacion del microgel.
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Figura 11. Evolucién de la conversion durante el proceso de polimerizacién por
dispersion.

4.2.5 Determinacion del efecto de la temperatura en el tamafio de los
microgeles de NIPAAm preparados con diferentes entrecruzantes

En este estudio, se prepararon microgeles de PNIPAAmM con diferentes
proporciones de entrecruzantes (1.0 al 5.0% mol de entrecruzante). Los
microgeles se formaron usando 2.0 al 5.0% mol de entrecruzante DVA, 3.0 al
5.0% de mol de entrecruzante EGDMA, pero solamente usando del 4.0 al 5.0% de
entrecruzante MBA. El tamafio de los microgeles resultantes a diferentes
temperaturas y la razén de hinchamiento fueron estimados por DLS. La Figura 12,

muestra el efecto de la temperatura en el tamafio de los microgeles. Todos los
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microgeles preparados muestran una temperatura critica de transicion de fase
evaluada por el punto de inflexién de las curvas. En la Tabla 4, se muestra la Tc

para los diferentes microgeles sintetizados.

Tabla 4. Tc, Dy por intensidad a 25 y 50°C, y la razén de hinchamiento (D25
°C/Dp,50 °C) de los diferentes microgeles sintetizados.

Entrecruzante (%mol) Tc Dpnma25°C Drnma50°C D25 °C/Dy50 °C
(PDI) (PDI)
DVA 5.0 % 30 351 (0.144) 200 (0.01) 1.75
DVA 4.0 % 30 359 (0.217) 197 (0.002) 1.82
DVA 3.0 % 30 460 (0.002) 332 (0.154) 1.38
DVA 2.0 % 32 465 (0.102) 199 (0.003) 2.34
MBA 5.0 % 34 630 (0.058) 274 (0.062) 2.30
MBA 4.0 % 34 727 (0.219) 354 (0.229) 2.05
EGDMA 5.0 % 32 410 (0.065) 225 (0.156) 1.82
EGDMA 4.0 % 32 510 (0.123) 293* (0.273) 1.74
EGDMA 3.0 % 32 578 (0.167) 264* (0.259) 2.18

(*) Aglomerados.

La temperatura critica de transicion de fase (Tc) para los microgeles
entrecruzados con DVA, EGDMA y MBA, fue de 30°C, 32°C y 34°C
respectivamente. Ademas el contenido de entrecruzante no cambio la Tc medida.
El resultado demuestra el impacto de la hidrofobicidad del DVA sobre los
microgeles de NIPAAm, mientras que el MBA produce un caracter hidrofilico, ya
gue es conocido que la copolimerizacion de la NIPAAmM con mondmeros
hidrofobos decrece su Tc, mientras que la copolimerizacién de la NIPAAmM con
mondmeros hidrofilicos o ionizables incrementa la Tc. La Tabla 4, muestra
también el tamafio de las microparticulas a 25 y 50°C. Se calculo la razén de

hinchamiento como Dy, 25°C/Dy 50°C, para los diferentes microgeles considerando
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que D50 °C es el diametro hidrodindmico en el limite del colapso bajo las
condiciones de medicién. Se observo que la razon de hinchamiento decrece
conforme la proporcion de entrecruzante se incrementa para los microgeles
entrecruzados con EGDMA o DVA, tal como lo predicen los principios tedricos, ya
gue a mayor grado de entrecruzamiento de la red estructural polimérica ésta se
hincha menos; sin embargo, la razén de hinchamiento se incrementd conforme la
concentracion de entrecruzante aumentaba en el microgel con MBA lo cual
parece contradictorio, sin embargo, esto puede ser atribuido al efecto hidrofilico
del MBA como se ha reportado previamente en otro microgeles [Pavlyuchenko et
al.,, 2009]. A 5.0% mol, la razén de hinchamiento sigue la tendencia descrita
previamente; por ello, la razén de hinchamiento mas pequefio fue observado en
los microgeles entrecruzados con DVA y la razén de hinchamiento mayor se
observd en los microgeles entrecruzados con MBA. La alta capacidad de
hinchamiento de los microgeles entrecruzados con MBA es similar a lo observado
para los microgeles elaborados a partir de N-vinilcaprolactama [Imaz 2008]. En
este trabajo, se reporta también que la hidrofilicidad del entrecruzante afecta la Tc
de los microgeles y que la proporcion de entrecruzante no afecta el tamafio de los

microgeles en el estado colapsado como se observo en la Tabla 4.
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Figura 12. Efecto de la temperatura en el tamafo de los microgeles de NIPAAmM
preparados con diferentes entrecruzantes.
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4.2.6 Micrografias de los microgeles preparados con 5.0% de entrecruzante

Figura 13. Imagenes de topografias de microgeles de NIPAAmM por AFM.
Izquierda entrecruzante DVA, centro entrecruzante EGDMA, derecha
entrecruzante MBA.

Tabla 5. Dimensiones de las microparticulas con 5.0% mol de entrecruzante.

Entre- Ancho Altura Volumena Volumena Volumen

cruzante /imagenes /imagenes 25°C/ 50°C/ /iméagenes
AFM, AFM, DLS? DLS? AFMP

(SD)nm  (SD)nm  (um*)x10°  (um®x10°  (um®*x10°
DVA 398 (13) 120 (6) 22.6 4.2 19.9
EGDMA 342 (12) 110 (8) 36.1 6.0 13.5
MBA 460 (14) 95 (2) 130.9 10.8 21.1

2 calculado como esferas (volumen = 4/3 1ir°)
® calculado como cilindro (volumen = 4/3 Trrh)

Las micrografias de AFM de los microgeles preparados con 5.0% mol de
entrecruzantes se presentan en la Figura 13 y el andlisis en la Tabla 5.
Aparentemente, cuando los microgeles se secan sobre la superficie de la mica se
deforman asemejandose a “huevos fritos” (siendo el ancho mas grande que la
altura). Si consideramos a las microparticulas de las imagenes del AFM como

cilindros; se puede observar que los volimenes que ocupan las microparticulas

L
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sobre la mica son del mismo orden de magnitud que el volumen calculado en la
mediciéon por DLS de los microgeles a 50°C, excepto para los microgeles
entrecruzados con DVA donde el volumen calculado por las iméagenes del AFM
son mas cercanos al volumen por DLS a 25°C (Tabla 5).

Los resultados sugieren que cuando los microgeles entrecruzados con
MBA y EGDMA se secan sobre la superficie de la mica, se encojen acercandose
al tamafio de los microgeles colapsados. Por otro lado, los microgeles
entrecruzados con DVA sdlo sufren un pequefio encogimiento durante el proceso
de secado. Y como se ha discutido anteriormente, los microgeles entrecruzados
con DVA estan aparentemente mas colapsados que los otros microgeles y eso
puede explicar porgue los microgeles entrecruzados con DVA no se encojen tanto
como cuando se secan sobre la superficie plana. Las microestructuras evaluadas
por las mediciones de AFM muestran dimensiones casi homogéneas lo cual
concuerda con la polidispersidad relativamente pequefia determinada con
mediciones por DLS. Las muestras de microparticulas entrecruzadas con EGDMA
para las microscopias de AFM fueron preparadas usando la mitad de la
concentracion en comparacion con otras dos muestras, ya que a esa
concentracion se formaban agregados de microparticulas en la superficie de la

mica usada para sostener el microgel, dificultando los andlisis microscoépicos.

4.3 Estudio de la incorporacion de DMAEM en los nano/microgeles de
NIPAAM/PEGMA.

4.3.1 Influencia de la cantidad de entrecruzante y el peso molecular del
PEGMA en el tamafio de los microgeles sintetizados con DMAEM
Primeramente se hicieron dos series, una usando PEGMA con peso molecular de
1,100 g/mol y la otra con PEGMA de peso molecular 2,080 g/mol, en cada serie
se hicieron 4 reacciones, dos de ellas con APS 2.0% y DVA al 2.5%, y las otras
dos reacciones con AIBA 2.0% y DVA al 5.0%.
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Se observé claramente en la serie con PEGMA1100 (Figura 14) lo que se
esperaba, que al incrementar la cantidad de DVA, el tamafio hidrodinamico se
reduce, sin importar los iniciadores. La contraccion del volumen del nanogel con la
temperatura fue continua, o sea gradual. Al emplear PEGMA3,, no hay una
diferencia significativa en el tamafo, excepto al usar AIBA, en este caso se
observd un mayor tamafio con DVA al 2.5%, también se presentd una tendencia
mas discontinua al emplear DVA al 2.5% (Figura 15). Se puede afirmar que con
PEGMA 050 Se obtienen microgeles de mayor tamafio que con PEGMA1100.
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Figura 14. Nanogeles sintetizados con NIPAAM/PEGMA 100, DVA 5.0 y/o 2.5%,
AIBA y/o APS 2.0% y DMAEM 5.0%, reacciones con AIBA a 70°C
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Figura 15. Nanogeles sintetizados con NIPAAM/PEGMA g0, DVA 5.0 y/o 2.5%,
AIBA y/o APS 2.0% y DMAEM 5.0%. Todas las reacciones con PEGMA2pg a
85°C

Con base a los resultados anteriores se escogi6 la formulacion de DVA
2.5% vy el iniciador AIBA, ya gue las microparticulas presentaban: un cambio mas
discontinuo conforme aumenta la temperatura y un tamafio de Dy, mayor, entre
méas grandes sean la microparticulas dentro del intervalo de 70-200 nm, éstas
tendrdn mayor capacidad de cargado, y al presentarse la reduccién de su tamafio
por cambios en la temperatura esto podria favorecer la expulsion de las

sustancias cargadas.

4.3.2 Estabilidad al proceso de liofilizado
Como se puede observar en la Tabla 6, las microparticulas presentan una sola
distribucion antes y después de liofilizarlas. También se puede observar que

conforme aumenta el contenido de DMAEM disminuye la uniformidad del tamafio.
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Tabla 6. Tamafio de los nano/microgeles antes y después del proceso de
liofilizacion. NIPAAM/PEGMA 050, DVA 2.5%, AIBA 2.0% y DMAEM.

DMAEM DMAEM DMAEM

5% 15% 20 %
Tamafio Dy, (nm)? 124 111 108
PDI 0.006 0.116 0.168
Tamafio Dy, (nm)° 129 97 97
PDI 0.051 0.134 0.235

& antes del proceso de liofilizado, (Dy, por intensidad, DLS)
® después del proceso de reconstitucion

4.3.3 Determinacion del efecto de la temperatura y pH en el tamafio de los
microgeles preparados con diferentes cantidades de DMAEM

Se intentd obtener una microparticula que contenga el DMAEM en el nucleo,
generandose un sitio con cargas positivas, lo cual permitiria cargar a estos
nano/microgeles con compuestos con carga hegativa, como podria ser:
fragmentos de &cidos nucleicos (RNA, DNA), farmacos, macromoléculas, etc. En
este trabajo se empled el antibiético bacitracina marcada con FITC y la vitamina
B12 como compuestos modelo. Una vez que las microparticulas se cargaron y se
estabilizaron mediante las interacciones electrostaticas, se pretendid que estos
compuestos quedaran protegidos por una capa exterior de PEGMAog0. ESta capa
exterior evitard que los compuestos cargados sean degradados, también el
PEGMA g evitara que los nano/microgeles sean fagocitados y asi se aumentara

el tiempo de circulacion en el torrente sanguineo.
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Figura 16. Efecto de la temperatura en el tamafio de los microgeles en soluciones
amortiguadoras de pH diferente. Muestra sintetizada con: NIPAAM/PEGMA s,
DVA 2.5%, AIBA 2.0% y DMAEM 0%.
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Figura 17. Efecto de la temperatura en el tamafo de los microgeles en soluciones
amortiguadoras con pH diferente. Muestra sintetizada con: NIPAAM/PEGMA s,
DVA 2.5%, AIBA 2.0% y DMAEM 5.0%.
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Figura 18. Efecto de la temperatura en el tamafio de los microgeles en soluciones
amortiguadoras con pH diferente (A). Ampliacion (B). Muestra sintetizada con:
NIPAAM/PEGMA2080, DVA 2.5%, AIBA 2.0% y DMAEM 15.0%.
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Figura 19. Efecto de la temperatura en el tamafio de los microgeles en soluciones
amortiguadoras con pH diferente (A). Ampliacion (B). Muestra sintetizada con:
NIPAAM/PEGMA 50, DVA 2.5%, AIBA 2.0% y DMAEM 20.0%.
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En la Figura 16, se observa que hay una disminucion abrupta del tamafio
debido a la presencia de la NIPAAm, también es evidente que el diametro del
nanogel es menor en las soluciones amortiguadoras con pH diferente en
comparacion con la del agua, esto debido a la presencia de los iones de las
soluciones amortiguadoras las cuales tienen 0.1 M de concentracion iénica. En la
Figura 17, se ve lo mismo pero con una ligera diferencia, después de los 33°C los
microgeles presentan diferentes tamafios de colapso, ya que esta muestra
contiene un 5.0% de DMAEM. Sin embargo, si el DMAEM estuviese en el centro
de la particula y ésta estuviera ionizada, se esperaria un aumento en el tamafio
del microgel a pH acidos, ya que el DMAEM al ser un grupo basico estaria
ionizado, sin embargo esto no se observa. Para la sintesis se uso
aproximadamente 3.1 mmoles de NIPAAm con 0.166 mmoles de DMAEM al
iniciar la reaccién, se considera que estas cantidades no es suficientemente
significativa para provocar el cambio esperado. Relacibn molar
NIPAAM/DMAEM=26.72.

En la Figura 18, se puede observar que los microgeles con una mayor
cantidad de DMAEM (15.0%), presentan un aumento y disminucion de tamafio a
pH=5.0 entre 25 y 35°C sin aglomerados, a pH=4.0 se empieza a ver un
incremento en el tamafio a partir de los 30°C sin aglomerados excepto a 50°C, y a
pH=3.0 el incremento empez6 a partir de los 36°C y a los 45°C comenz6 a
decrecer el tamafo, presentando pocos aglomerados a partir de los 38°C. Se
puede pensar que es a partir de estas temperaturas donde empieza el crecimiento
del tamafio, posiblemente por el rompimiento de alguna interacciéon que permite
una aglomeracion moderada. Para la sintesis de esta muestra la relacién molar de
NIPAAmM con respecto a DMAEM fue de 6.28 (3.14 mmoles de NIPAAm y 0.50
mmoles de DMAEM). A valores de pH 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0 se observé una
tendencia continua.

En la Figura 19, se observa que a pH=3.0, 4.0, 5.0 y 6.0 el comportamiento

es similar al de la figura anterior, hay un aumento en el tamafio de las particulas al
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incrementar la temperatura. A pH=3.0, a 46 y 48°C hay una segunda distribucion
de tamafio menor alrededor de 48 nm (5.5%); a pH 4.0 y 5.0 no hay presencia de
aglomerados grandes, sino solo una distribucién; a pH=6.0 a los 48 y 50°C hay
presencia de aglomerados (14.0%). En la sintesis de este microgel se uso 3.11
mmoles de NIPAAmM y 0.62 mmoles de DMAEM.

Se puede postular que debido a la presencia de DMAEM mayor a 15.0%
mol en las nano/microparticulas, a pH acido el hinchamiento o la aglomeracion
moderada de las particulas se ve favorecido al incrementar la temperatura; la cual
como ya se mencioné rompe algunas interacciones internas en el microgel y esto
es lo que favorece el incremento del tamafio por la aglomeracién de particulas.

Este comportamiento no se ve en los nano/microgeles hechos con MA
10.0% mol (Figura 20A) y DMAEM 5.0% mol (Figura 17). En las particulas (MA
10.0% moly se observo lo que se espera de una particula con un compuesto
acido, que en condiciones acidas, el grupo acido no se encuentra ionizado, por lo
cual la particula tiene un menor tamafio que en condiciones béasicas, en donde los

grupos acidos estan ionizados provocando asi el hinchamiento de las particulas.
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Figura 20. Efecto de la temperatura en el tamafio de los microgeles en soluciones
amortiguadoras con pH diferente. Muestra (A) NIPAAM/PEGMA 50, DVA 2.5%,
AIBA 2.0% y MA 10.0%, muestra (B) en lugar de AIBA, APS 2.0%



Resultados y discusion

Lo que resulta interesante es que cuando se cambia de un iniciador
cationico (AIBA) a uno anionico (APS) en las nano/microparticulas con MA 10.0%
mol, se obtenga el comportamiento observado en la (Figura 20B), se comporta
similar a los nano/microgeles hechos con DMAEM 15.0, 20.0% mol y MA 20.0%
mol, todos estos con AIBA 2.0% (Figura 21). Lo cual nos sugiere que las
particulas con DMAEM 15.0, 20.0% mol estan parcialmente hidrolizadas lo cual
genera un grupo acido y esto es lo que da el mismo comportamiento que las
particulas de la (Figura 20B).
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Figura 21. Efecto de la temperatura en el tamafio de los microgeles en soluciones
amortiguadoras con pH diferente (A). Ampliaciéon (B). Muestra sintetizada con:
NIPAAM/PEGMA 050, DVA 2.5%, AIBA 2.0% y MA 20.0%
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4.3.4 Determinacion del contenido del DMAEM en los microgeles por medio
de titulacion acido-base

Para determinar el contenido de grupos basicos en las microparticulas, se recurrio
a la titulacion &cido-base. Es necesario mencionar algunos puntos de partida
antes del analisis de los resultados.

a) El iniciador AIBA es una base fuerte con un pKa=11.0 [Luna-Xavier et al.,
2002].

b) El monémero DMAEM pudo haber sufrido parcialmente una hidrdlisis, por
lo cual puede haber presencia de grupos &cidos en las particula
[RiCH,C(CH3,R)COOH] y una  pérdida del grupo  amino
[HOCH,CH,;N(CHs3),]. La hidrdlisis puede llevarse a cabo bajo las
siguientes condiciones: en soluciones diluidas acuosas (DMAEM 0.5-2.0 M)
a pH>7.0, y se acelera al cuaternizarse los grupos amino. [Kuznetsova et
al., 2003].

c) Enla Tabla 4.3.2 se tiene el pH de la solucién de las muestras antes de ser
tituladas, diluidas en KCI 0.5 M.

Tabla 7. pH de las soluciones de los nano/microgeles antes de titular.

iniciador AIBA
% DMAEM 0 5.0 15.0 20.0
pH. 6.29 5.58 5.62 5.46
iniciador AIBA APS
% MA 10.0 20.0 10.0
pH. 5.60 5.86 5.22

(%, en base a moles de NIPAAm)

En el Anexo 7.3 se tienen las graficas de titulacibn que se hicieron

primeramente utilizando KOH 0.0848 M como titulante, ya que como se ve en la
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Tabla 7, se partié de un pH inicial de solucion ligeramente acido. En las graficas
se observé que hay un ligero aumento en los mL requeridos del titulante para
producir un punto de inflexion conforme aumenta el % de DMAEM (12.0-97.2 mg)
empleado en la sintesis (Anexo 7.3, graficas superiores). Se observé que para las
muestras hechas con 0.0, 5.0, 15.0 y 20.0 % de DMAEM los mL de titulante
consumidos fueron de 0.02, 0.05, 0.06, y 0.08 mL respectivamente. Los
resultados de las muestras con 5.0, 15.0 y 20.0% de DMAEM tuvieron 4.18x10°,
5.11x10° y 6.74x10° moles de MA, lo cual es producto de la hidrélisis del
DMAEM. En base a lo anterior se calculé un 61.0, 34.3 y un 36.8% de hidrdlisis,
aproximadamente este porcentaje concuerda con el % de incorporacion del
DMAEM calculado en el Tabla 9, en donde hay un porcentaje menor de
incorporacion para la muestra que se sintetizo con DMAEM al 5%.

Al ver las gréficas del Anexo 7.4, correspondientes a las muestras con MA
se ve el mismo comportamiento, las muestras con 10.0% y 20.0% de MA (26.9 y
54.4 mgq) requirieron 0.03 y 0.04mL de KOH respectivamente, mientras que la
muestra hecha con 10.0 % de MA y APS 2.0% requirié de 0.05 mL, en la Tabla 8,
se resume los resultados, los cuales sugieren que hay una mejor incorporacion

del MA usando el iniciador aniénico APS, (los célculos estan en el Anexo 7.6).

Tabla 8. Determinacién del contenido del MA en los microgeles por medio de
titulacion &cido-base.

nano/ % MA® % Yo MA %o MA %
microgel Conversién  esperado calculado incorporado
de MA
AIBA 10 48.8 4.58 2.15 47.82
AIBA 20 40.3 9.19 2.18 23.58
APS 10 56.9 5.45 2.73 49.31

% (en base a los moles de NIPAAmM), se empleé KOH 0.0848 M como titulante.
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Se ha reportado que se favorece mas el rendimiento de la polimerizacion
de metacrilatos usando un iniciador anionico en vez de uno cationico, lo cual se
puede observar en este caso de las muestras con MA en donde se tiene un % de
incorporacion ligeramente mayor usando APS en vez de AIBA.

Enseguida se continué con una retrotitulaciéon usando HCI 0.1053 M para
bajar el pH de la solucion a un pH=2.0, y asi protonar los grupos basicos. Las
gréficas de la parte inferior del Anexo 7.3 y 7.4 (nhanogeles con DMAEM y MA)
corresponden a la segunda titulacion.

Se espera la presencia de dos grupos basicos correspondientes al iniciador
AIBA y al del DMAEM, y en las graficas no se nota una diferencia marcada entre
las dos bases, por lo cual los calculos se hicieron por diferencia del porcentaje de
base (5.07%w calculado por presencia del iniciador AIBA en la muestra del
nano/microgel sin DMAEM). Los resultados de la Tabla 9, fueron determinados de

acuerdo a su grafica correspondiente de titulacién y a los célculos del Anexo 7.7.

Tabla 9. Determinacion del contenido del DMAEM en los microgeles por medio
de titulacién acido-base.

% % %W/W %w/w %w/w %W/W %
DMAEM® Conversion AIBA calculado esperado calculado incorporado
esperado de AIBA DMAEM DMAEM de DMAEM
0 72.5 2.82 5.07 N/A N/A N/A
%W/W
calculada
de BASE
5 58.7 2.80 8.00 4.56 2.92 64.15
15 47.6 2.40 15.26 12.51 10.20 81.48
20 48.0 2.40 17.90 15.38 12.80 83.18

% (en base a los moles de NIPAAm)
Nota: nano/microgeles NIPAAM/PEGMA,50, DVA 2.5%, AIBA 2.0%

Como ya se menciond el DMAEM aparentemente sufrid hidrélisis. A mayor

porcentaje de DMAEM utlizado en la sintesis se ve un porcentaje de
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incorporacion mayor, aunque en el porcentaje de conversion sea lo contrario, el
cual es la relacidon de solidos totales iniciales en la reaccién y los sélidos totales
después de la purificacion y liofilizacion.

Se hizo la misma retro-titulacion con las muestras de MA solo para tenerlas
como referencia, las graficas estan en el Anexo 7.4 parte inferior; en tales graficas

la base corresponde al KOH empleado como titulante al inicio.

4.3.5 Determinacion del potencial Z de los nano/microgeles

En la Figura 22, se puede observar que a pH=3.0 existe una carga positiva,
debido a que se cuenta con un iniciador catiénico AIBA, lo cual nos confirma que
este se encuentra en la superficie del nano/microgel. También se observa que a
partir de pH=5.0 se ve un aumento en la carga negativa de la superficie conforme
hay un aumento en el contenido del grupo basico DMAEM.

] —=— DMAEM 0%
101 —— DMAEM 5%
212 4 —A— DMAEM 15%
—*— DMAEM 20%

Potencial Z (mV)

Figura 22. Potencial Z de nano/microgeles en soluciones amortiguadoras con pH
diferente, (NIPAAM/PEGMA050, DVA 2.5%, AIBA 2.0% y DMAEM.
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Lo anterior puede explicarse si después de pH=5.0 existe una hidrdlisis 0 si
el DMAEM ya se encontraba hidrolizado. Cabe mencionar que en agua el
potencial Zeta correspondiente a cada muestra son los siguientes [DMAEM %,
(mW)]: [0%, 0.0 mV], [5.0%, -2.72 mV], [15.0%, -2.61 mV] y [20.0%, -2.62 mV].

En la Tabla 9, se reporta el pH inicial de la solucion de los nano/microgeles
después de la purificacion. Se determiné que cuando se usdé como iniciador al
APS la solucion esté relativamente mas acida después de la purificacion, y se ve
claramente que al no adicionar DMAEM en la sintesis el pH de la solucion es mas
alcalina. Como ya se observé en la seccién anterior, la presencia de DMAEM
proporciona cierta acidez, debido a la hidrdlisis parcial del DMAEM. Lo cual
concuerda con los resultados del potencial Zeta en donde se ve un aumento en
las cargas negativas conforme se aumenta la cantidad de DMAEM, en soluciones
amortiguadoras con pH basicos (Figura 22). Cabe mencionar que en agua el
potencial Zeta correspondiente a cada muestra son los siguientes [iniciador,
(mV)]: [AIBA, -0.105 mV], [APS, -0.0632 mV].

—¥— (AIBA) MA 10%
—e— (APS) MA 10%

Potencial Z (mV)

210 4

-12 T T T T T T T T T T T T T

Figura 23. Potencial Z de nano/microgeles en soluciones amortiguadoras con
diferente pH. (NIPAAM/PEGMA 2050, DVA 2.5%, AIBA y/o APS 2.0% y MA 10.0%).
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Como comparacion se tienen muestras en donde se empled MA en vez de
DMAEM, en la Figura 23, se puede observar casi el mismo comportamiento que
en nano/microgeles de DMAEM, en donde aumenta la carga negativa del
potencial zeta conforme se aumenta el pH de la solucién amortiguadora. Con los
grupos MA esto es lo que se espera, ya que al tener grupos acidos, éstos se
ionizan en soluciones mas alcalinas. Todavia no queda claro por qué en las
muestras con DMAEM sucede lo mismo, que es contrario a lo esperado, en donde
por ser un grupo bésico, su ionizaciébn se espera a pH menores con cargas
positivas. Por otro lado, si el DMAEM estuviera en el centro de la particula, al
ionizarse se esperara un hinchamiento de la particula a pH &cidos, lo cual si
sucede como se vio en el punto 4.3.3; pero lo mismo sucede en la muestra de la
Figura 20B, en donde se usa APS y MA. Se podria pensar que el DMAEM esté en
el nucleo y que el hidrolizado de DMAEM (MA) esta en la superficie y por ello el

potencial Z es negativo.

4.3.6 Micrografias de los nano/microgeles (TEM)

Se escogié una muestra del nano/microgel con el mayor contenido de DMAEM
(20.0%), para ser analizada por microscopia electrénica de transmision (TEM), se
utilizé el acido fosfotingstico (o fosfotungsténico), este &cido tiene multiples
cargas negativas que interaccionan con las cargas positivas de la superficie de
fosfolipidos (o0 sobre los grupos amino protonados de la colina) [Zhang et al.,
2010].

En la Figura 24, se puede ver que toda la superficie de la particula esta
interaccionando con el colorante de contraste utilizado, o que nos puede indicar
gue en la superficie se encuentra moléculas del iniciador catiénico AIBA, y no
gueda claro en esta micrografia si las moléculas del DMAEM estan orientadas
hacia el nucleo o superficie, o uniformemente en todo el nano/microgel. También
se puede corroborar el tamafo de las particulas del microgel mediante esta

microscopia (menor a 100 nm por el secado), para compararlo con el tamafio del
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didmetro hidrodindmico obtenido por DLS (aprox. 100 nm, nanogel hinchado
Figura 19).

Figura 24. Microscopia TEM de la muestra del microgel sintetizado a partir de
nano/microgel NIPAAM/PEGMA2080, DVA 2.5%, AIBA 2.0% y DMAEM 20.0%,
usando la técnica de polimerizacién por emulsion libre de detergente.

4.3.7 Andlisis del espectro de FT-IR
Se analizaron cuatro muestras, todas sintetizadas con NIPAAM/PEGMA g0/
DVA2.5%, la diferencia entre ellas se describe a continuacién. Las muestras
contienen lo siguiente: muestra “AIBA” (AIBA 2.0% / DMAEM 0%), muestra “MA
10.0%, APS” (APS 2.0% / MA 10.0%), muestra “MA 10.0%, AIBA” (AIBA 2.0% /
MA 10.0%), y muestra “DMAEM 20.0%, AIBA” (AIBA 2.0% / DMAEM 20.0%)

En la primer parte del espectro se muestran las absorciones IR en el
intervalo de longitud de onda de 2600 a 4000 cm™, en donde la absorcién

alrededor de 3200 cm™ corresponde a la transicién de vibracién de estiramiento

T
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del (N-H), entre 2970 y 2870 cm™ se presenta la absorcién correspondiente a la
transicion de vibracion de estiramiento del (C-H) alifatico.

En la segunda parte del espectro se muestran las absorciones en el
intervalo de longitud de onda de 600 a 1800 cm™; a 1719 cm™ se presenta la
absorcion correspondiente a la transicion de vibracion de estiramiento de (C=0)
del éster, a 1642 cm™ se presenta la absorcién a la transicién de vibracién de
estiramiento del (C=0) de la amida (NIPAAm), a 1538 cm™ se tiene la absorci6n
IR a la transicion de flexion de (N-H), (Anexo 7.18).

No se encuentra una diferencia significativa entre las muestras, solo se
reafirma que el pico de mayor intensidad en todas las muestras fue la
correspondiente a la amida de la NIPAAm a 1642 cm™, ya que esta se encuentra
en mayor proporcion que todos los demas reactivos. Al comparar la “pansita” que
sale a 1719 cm™ correspondiente al éster del DMAEM, se observé que la muestra
gue contiene mayor contenido de DMAEM (20.0%) presenta una mayor intensidad
en esa area que las otras muestras, lo que podria indicar una mayor proporcion

de DMAEM, ya que todas las muestras contienen la misma cantidad de PEGMA.

4.4 Marcado de la bacitracina con FITC

Con las cantidades que se utilizaron para la sintesis de bacitracina marcada
(punto 3.7.3), se esta favoreciendo la union de una sola molécula de FITC a la
bacitracina, se espera que este producto sea el mayoritario, Anexo 7.8. Se
empled la técnica de cromatografia de capa fina para corroborar el marcado de la
bacitracina, el solvente usado como eluyente fue una mezcla de hexano/acetona
50%. Se obtuvieron 30.7 mg de BAC-FITC.

Se realiz6 la curva estandar en el fluorometro para conocer la
concentracion minima y maxima de las diluciones de muestra a leer, en el anexo

7.9 se puede ver la curva estandar en donde los limites inferior y superior de la
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concentracion son de 2.0 mcg y 50.0 mcg, arriba y debajo de estas

concentraciones el equipo ya no distingue y da valores constantes.

4.5 Cargado de los nano/microgeles

Los experimentos para incorporar la bacitracina y la vitamina B12, se realizaron
por el método de equilibrio. Los nanogeles que se utilizaron fueron los de
composicion NIPAAM/PEGMA50/DVA2.5%mol/DMAEM20%mol sintetizados con
el iniciador AIBA ya que fueron las que contenian un mayor porcentaje de
DMAEM y presentaban una mejor transicion de fase de volumen en comparacion
de los otros compuestos sintetizados con DMAEM.

4.5.1 Cargado de los nano/microgeles con BAC-FITC

Las particulas cargadas con BAC-FITC no se utilizaron ya que al momento de
hacer la separacion de la BAC-FITC no cargada por medio de didlisis no se
alcanzé una separacion a las 24 h lo indica una difusibn muy lenta y no
conveniente para estudios de liberacion, por lo cual se optd por utilizar la vitamina

B12 como soluto de prueba.

4.5.2 Cargado de los nano/microgeles con vitamina B12
Al hacer los calculos a partir de la intensidad de absorbancias obtenidas de la
solucién madre (0.701) y de la dilucion 1:12.5 (0.062) dieron una concentracion en
la solucion madre de 0.039 mg/mL y 0.040 mg/mL respectivamente (Anexo 7.12);
por lo tanto al realizar los calculos correspondientes se obtuvo un porcentaje de
cargado de 2.4% y 2.5%.

A patrtir de los datos del punto 3.7.4 y tomando en cuenta que se obtuvo un
peso de 44.8 mg de nanogeles cargados después de liofilizar, se calculé una

eficiencia del 13.5%, Anexo 17.13 (% Eficiencia®). Al comparar los resultados con los
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obtenidos por nanogeles aniénicos (16% de cargado y 46% de eficiencia con
doxorrubicina), producidos en un trabajo anterior en el laboratorio
NIPAAM/PEGMAM/DVA5%mol/MAOB10%mol (Serrano et al., 2011), se puede
observar que las nanoparticulas obtenidas en este trabajo de investigacion tiene

un cargado muy bajo.

4.5.3 Liberacion de los nano/microgeles cargados con vitamina B12

Estos experimentos se realizaron variando la temperatura de liberacion y el pH del
medio con el objetivo de analizar la aplicacion del nano/microgel en la liberacion
controlada de farmacos en condiciones fisiolégicas normales de circulacion
sanguinea y condiciones neoplasicas de una célula.

Para cuantificar la cantidad de vitamina B12 liberada, con respecto a la
absorbancia se utilizé la curva estandar mostrada en el Anexo 7.10y 7.11; y para
obtener la fraccion liberada con respecto al tiempo, se utilizaron los datos del
Anexo 7.14 al 7.17.

De acuerdo a los resultados de tendencia de la Figura 19, donde en un
medio a pH 7 el tamafio de particula decrece ligeramente conforme aumenta la
temperatura (a 38°C las particulas muestran un tamafio de 75.0 nm y a 42°C un
tamafio de 71.0 nm); coincide con lo que se observa en la grafica de liberacién de
la vitamina B12 en un medio a pH de 7.4 (Figura 25). Se ve una liberacion mas
rapida a 42°C que a 37°C, se puede decir que es debido a que el tamafio de
particula es menor a 42°C y por esta razén pudo haber expulsado mas pronto a la
vitamina que a menor temperatura. Aun asi, se tiene una fraccion de liberacion
mayor (0.92) a 37°C que a 42°C (0.79).

Los resultados se acercan a la caracteristica que se busca: liberar dentro
de una célula cancerigena la cual tiene su temperatura mas elevada (aprox. 40°C)
gue una ceélula normal, y no liberar durante el transporte en el torrente sanguineo.

Si estos nanogeles tardaran el menor tiempo posible en el torrente sanguineo, y
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se depositaran en la célula cancerigena, serian buenos candidatos para acercarse

al objetivo deseado.
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Fraccion liberada
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Figura 25. Andlisis para cuantificar la liberacion de la vitamina B12 en un medio
conpHde 7.4

Al hacer las mismas comparaciones con las gréficas de tendencia en
medios de diferentes valores de pH, se tiene los siguientes datos de la Figura 19:
en un medio con pH 5.0 a 38°C se tienen particulas con un tamafio de 63.0 nm y
a temperatura de 42°C se tiene un tamafo de 62.5 nm pero se tiene un tamafio
mayor a temperatura de 44°C de 100.0 nm. Se podria pensar que lo anterior
concuerda con la Figura 26, ya que a 37°C al parecer las particulas estan en
menor tamafio en comparacion que a 42°C, por tal motivo se ve una liberaciéon
mas rapida.

Debido que dentro del intervalo de lectura del equipo entre 42 y 44°C hay
un incremento de tamafio, se cree que en este caso las particulas se encuentran
con un tamafio mayor o se empiezan aglomerar, lo cual disminuye el proceso de

liberacion. Lo cual no afectaria en mucho al objetivo que se busca de liberar
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adentro de una célula cancerigena, ya que una vez adentro la rapidez no afectaria
tanto. Aunque en este estudio se usé vitamina B12 para ser cargado, en un futuro

se puede buscar un farmaco antineoplasico.
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Figura 26. Analisis para cuantificar la liberacién de la vitamina B12, en medio a pH
5.0

Al calcular el porcentaje de cargado de las nanoparticulas a partir de los
datos del estudio de liberacion se obtuvo un % de cargado en un intervalo de 2.23
a 5.82%, (Anexo 7.13, % Eficiencia®). Estos porcentajes junto con el calculado
inicialmente (2.4%) son aproximados, ya que se debe tomar en cuenta que el
producto liofilizado contenia residuos de vitamina B12 que no se integraron dentro
de los nanogeles. Aunque al final de los estudios de liberacion, tres de las
soluciones dentro de las membranas tienen casi la misma concentracion como se
puede ver en la Tabla 10, se podria tomar estos valores como concentracion

infinita ya que no presentaron grandes diferencias entre ellos.
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Tabla 10. Datos a partir de los estudios de liberacion.

pH del Temperatura mg de ABS mg % de
medio (°C) muestra’ dentrode  Vit.B12 cargado
en la la liberados
liberacién membrana
pH 7.4 37 4.7 0.040 0.2584 5.82
pH 5 37 4.6 0.032 0.1005 2.23
pH7.4 42 4.7 0.049 0.1165 2.54
pH 5 42 4.6 0.038 0.176 3.98

1) muestra contenida dentro de la membrana diluida en 10.0mL de medio.

Por otro lado, se ha documentado que nano/microgeles con DVA se
degradan mas facilmente a pH ligeramente acidos. En nuestro caso, se tomaron
las muestras del estudio de liberacion una vez que habia terminado el
experimento, como se ve en la Tabla 10 y Figura 27.

Se observé que ambas muestras de la liberacion a pH 7.4 presentaron
menor degradacion, (tienen dos distribuciones, una de ellas entre 66.0 y 70.0%
con un tamafio entre 80-89 nm) mientras que las otras muestras en medio a pH
5.0 presentaron tres distribuciones, una de ellas entre 23.0 y 62.0% con tamafio
entre 62-70 nm. En otras muestras; independientes al estudio de liberacion, que
se monitorearon por tres dias a pH acidos no se logré ver dicha degradacion, en
la Figura 4.5.4 se puede ver como al aumentar y disminuir de temperatura en un
periodo de 27 hrs a la misma muestra, esta fue capaz de recuperar su tamafo
inicial a los 25°C de una sola distribucién 78 nm. El mismo tamafio de particula

presentado en dias posteriores.
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16 - —%—pH 7.4, 37°C
—e—pH 7.4, 42°C
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Intensidad (%)

Tamafio (d.nm)

Figura 27. Distribucion de tamafios por intensidad (DLS).

Tabla 11. Determinacion del tamafio de los microgeles después del proceso de
liberacion.

pH del medio  Temperatura  Tamafio % de la PDI Tiempo *
(°C) (nm) distribucion
en la liberacion
pH 7.4 37 89.43 66.0 0.60 35 dias
12.68 31.0
pH 5 37 62.7 62.0 0.36 4 dias
266.3 38.2
pH7.4 42 80.53 70.0 0.52 9 dias
749 24.0
pH 5 42 70.68 23.8 0.46 9 dias
433 78

* (tiempo transcurrido desde el tiempo cero de liberacion hasta la determinacion del
tamaiio en las muestras dentro de la membrana)
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Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (d.nm)

10000

NOTA: NIPAAM/PEGMA 050/DVA 2.5% mol / DMAEM 20% mol en un medio a pH3.0.

Figura 28. Distribuciones de tamafio de los microgeles en ciclos altos y bajos de

temperatura en un periodo de 27 horas.
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5.1 Influencia de la carga del iniciador en la sintesis de nano/microgeles en

la reacciéon de polimerizacion por emulsion libre de detergente

El iniciador no ionico VA-086 no gener6 particulas estables con ninguno de los
tres entrecruzantes (DVA, MBA y EGDMA).

Los iniciadores ionicos APS, KPS y AIBA si formaron nanoparticulas
estables con el entrecruzante DVA.

Empleando el iniciador catiénico AIBA, las particulas con DVA tienen una
mejor distribucion de tamafios en comparacion con las que contienen EGDMA,; y

las particulas con MBA tienen una distribucién de tamafios muy heterogénea.

5.2 Estudio del efecto del entrecruzante en el tamafio de particula mediante

la reaccién de polimerizacion por dispersiéon

Cuando en las reacciones se utiliz6 APS 4.0%, se obtuvieron microgeles de
NIPAAmM con diferentes tamafios y comportamientos de hinchamiento usando
diferentes entrecruzantes. El efecto puede ser producto de las caracteristicas
hidrofilicas/hidrofébicas de los entrecruzantes. DVA generd6 hidrogeles pequefios
con una razén de hinchamiento reducido, MBA produjo microgeles mas grandes
con una razon de hinchamiento mayor, mientras que EGDMA presentd un
comportamiento intermedio. Al incrementar la cantidad de entrecruzante usado
en la sintesis, la razéon de hinchamiento para los microgeles entrecruzados con
DVA y EGDMA decrecio, mientras que para MBA se observé un incremento en el
hinchamiento del microgel, demostrando un efecto considerable del tipo de
entrecruzante en el tamafo y comportamiento de hinchamiento en los microgeles

preparados bajo las mismas condiciones.
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5.3 Estudio de la incorporacion de DMAEM en los nano/microgeles de
NIPAAmM/PEGMA

En los estudios de titulacion acido/base y en los de potencial Z, se demostré que
hay una hidrolisis. Se calcul6 un 61.0, 34.3 y 36.8% de hidrolisis correspondiente
a las muestras con DMAEM al 5.0, 15.0 y 20.0%. También por los estudios de
titulacion acido/base se comprob6 que si hubo una incorporacién del grupo
DMAEM en las particulas del 64.1, 81.5 y 83.1% correspondiente en el mismo
orden a las muestras mencionadas.

En una solucibn amortiguadora de pH=3.0, se presentaron valores
positivos de potencial Z lo cual se debe a los grupos ionizados del iniciador AIBA
y se puede decir que también parte del DMAEM se ionizé. Al colocar los
nano/microgeles en solucién amortiguadora de pH=9.0 se ve mas claramente la
presencia de grupos acidos ionizados (MA), los cuales provienen de la hidrolisis
del DMAEM; entre mayor contenido de DMAEM utilizado en la sintesis hubo una
mayor carga negativa en la superficie.

No queda claro en la micrografia (TEM) si las moléculas del iniciador AIBA
y del DMAEM quedan orientadas hacia el ndcleo o superficie, o estan
uniformemente en todo el nano/microgel.

Los nano/microgeles presentaron bajo porcentaje de cargado de vitamina
B12 (2.4%) en comparacién con otros materiales ya estudiados, sin embargo
presentan un comportamiento favorable en las liberaciones bajo las condiciones
requeridas para una aplicacién de liberacion de farmacos.

Los nano/microgeles NIPAAM/PEGMAs / DVA 2.5% mol / DMAEM
20.0% mol usados para los estudios de liberacién si tienen respuesta a cambios
de temperatura y pH en el medio. Disminuyen su tamafio en aprox. 10.0 nm al
incrementar 0.1 M la fuerza idnica del medio. En medios con un pH mayor a 7.0,
estas particulas no modifican su tamafio significativamente conforme aumenta la

temperatura en un intervalo de 20 a 50°C, al contrario de los nano/microgeles
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semejantes hechos sin DMAEM y con 5.0 % de DMAEM, los cuales lo hacen
discontinuamente. En medios con un pH menor a 7.0, a partir de una temperatura
33°C los nano/microgeles en cuestion presentan aglomeracién, lo cual los
nano/microgeles semejantes hechos sin DMAEM y el 5.0 % de DMAEM no lo
presentan.

Al comparar los estudios de liberacion a pH=7.4, los nano/microgeles
liberan ligeramente més lentamente a una temperatura de 37 que a 42°C, a 37°C
libera aproximadamente un 75% en forma gradual en un periodo de 25 hy a 42°C
lo hace en 10 h. La respuesta de liberacion es opuesta en un medio a pH=5.0,
libera mas rapido a 37°C, aproximadamente un 75% en 5 h, y a 42°C lo hace
alrededor de 45 h.
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ANEXO 7.1 Tamafio hidrodindmico medido por intensidad y PDI (DLS). Las

reacciones contienen NIPAAmM/Entrecruzante/Iniciador se empleo la

técnica de sintesis de polimerizacion por dispersion.

No. reaccién

abhwnNPE

[N
Boo~wo

11
12
13
14
15

16
17
18
19
20

21
22
23
24
25

26
27
28
29
30

Entrecruzante
DVA 1%
DVA 2%
DVA 3%
DVA 4%
DVA 5%

DVA 1%
DVA 2%
DVA 3%
DVA 4%
DVA 5%

MBA 1%
MBA 2%
MBA 3%
MBA 4%
MBA 5%

MBA 1%
MBA 2%
MBA 3%
MBA 4%
MBA 5%

EGDMA 1%
EGDMA 2%
EGDMA 3%
EGDMA 4%
EGDMA 5%

EGDMA 1%
EGDMA 2%
EGDMA 3%
EGDMA 4%
EGDMA 5%

Iniciador

APS 2%
APS 2%
APS 2%
APS 2%
APS 2%

APS 4%
APS 4%
APS 4%
APS 4%
APS 4%

APS 2%
APS 2%
APS 2%
APS 2%
APS 2%

APS 4%
APS 4%
APS 4%
APS 4%
APS 4%

APS 2%
APS 2%
APS 2%
APS 2%
APS 2%

APS 4%
APS 4%
APS 4%
APS 4%
APS 4%

Dn (nm)

457
375
341
323
292

521
465
460
359
351

55*
745*
669
493
528

317*
487*
836*
727
630

582
540
518
518
657

855*
604
578
510
410

(PDI)
0.056
0.133
0.100
0.128
0.008

0.168
0.102
0.172
0.217
0.144

0.434
0.417
0.272
0.016
0.051

0.756
0.805
0.307
0.219
0.058

0.134
0.154
0.051
0.091
0.067

0.299
0.174
0.167
0.123
0.065

NOTA: Las reacciones se llevaron a cabo por 45 min, excepto en la numero 1y 16, las
cuales fueron muestreadas durante la reacciéon que duré 75 minutos. (* Mas de una

distribucion.)
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Anexos

ANEXO 7.2 Tamafio del diametro hidrodinamico por intensidad de las particulas
durante el proceso de polimerizacion contra el tiempo. Grafica

Nota: reacciones a partir de NIPAAm, entrecruzante 5.0% de moles de NIPAAmM / APS.
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ANEXO 7.3 a. Curva de titulacion de nano/microgeles, primer titulante: KOH
(grafica superior), segundo titulante: HCI (grafica inferior) y sus
respectivas curvas de la derivada del pH (graficas a la derecha).
NIPAAM/PEGMA 050, DVA 2.5%, y AIBA 2.0%.
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ANEXO 7.3 b. Curva de titulacion de nano/microgeles, primer titulante: KOH

(grafica superior), segundo titulante: HCI (grafica inferior) y sus
respectivas curvas de la derivada del pH (graficas a la derecha).
NIPAAM/PEGMA 080, DVA 2.5%, AIBA 2.0%, y DMAEM 5.0%.
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ANEXO 7.3 c. Curva de titulacion de nano/microgeles, primer titulante: KOH
(grafica superior), segundo titulante: HCI (grafica inferior) y sus
respectivas curvas de la derivada del pH (graficas a la derecha).
NIPAAM/PEGMA 080, DVA 2.5%, AIBA 2.0%, y DMAEM 15.0%.
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ANEXO 7.3 d. Curva de titulacion de nano/microgeles, primer titulante: KOH
(grafica superior), segundo titulante: HCI (grafica inferior) y sus
respectivas curvas de la derivada del pH (graficas a la derecha).
NIPAAM/PEGMA 080, DVA 2.5%, AIBA 2.0%, y DMAEM 20.0%.
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ANEXO 7.4 a. Curva de titulacion de nano/microgeles, primer titulante: KOH
(grafica superior), segundo titulante: HCI (grafica inferior) y sus
respectivas curvas de la derivada del pH (graficas a la derecha).
NIPAAM/PEGMA 2080, DVA 2.5%, AIBA 2.0%, y MA 10.0%,
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ANEXO 7.4 b. Curva de titulacion de nano/microgeles, primer titulante: KOH
(grafica superior), segundo titulante: HCI (grafica inferior) y sus
respectivas curvas de la derivada del pH (graficas a la derecha).
NIPAAM/PEGMA 080, DVA 2.5%, APS 2.0%, y MA 10.0%.
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ANEXO 7.4 c. Curva de titulacion de nano/microgeles, primer titulante: KOH
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(grafica superior), segundo titulante: HCI (grafica inferior) y sus
respectivas curvas de la derivada del pH (graficas a la derecha).
NIPAAM/PEGMA080, DVA 2.5%, AIBA 2.0%, y MA 20.0%.
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ANEXO 7.5 Caélculos para obtener el % del &cido metacrilico (MA) producido por
la hidrolisis del DMAEM.

e Ecuacion 1. Cantidad (mg) del MA calculado por medio de la titulaciéon

acido calculado (mg)=axb xc a= PM(gel acido)
b= concentracion del titulante
c= mL gastado del titulante

e Ecuacion 2. Porcentaje (w/w) del MA calculado:

% (w/w) &cido calculado =  peso del 4cido calculado x 100
peso de la muestra

DATOS:
DMAEM? KOH MA muestra MA
(%) (mL) calculado (mg) calculado
(mg) (Yownw)
0 0.02 N/A 20.2 N/A
5 0.05 0.36 14.4 2.5
15 0.06 0.44 15.1 2.91
20 0.08 0.58 14.3 4.05

% (en base a los moles de NIPAAm)
Nota: nano/microgeles NIPAAM/PEGMA 50, DVA 2.5%, AIBA 2.0%
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ANEXO 7.6 Caélculos para obtener el % del acido metacrilico (MA) incorporado
en los nano/microgeles sintetizados con MA.

e Ecuacion 3. Porcentaje (w/w) del MA esperado (en la sintesis)

% (w/w) acido esperado = cantidad de acido pesado x 100
cantidad soélidos totales (S.T.) pesado

e Cantidad (mg) de MA calculado por medio de la titulacion: (Ecuacién 1)

e Ecuacion 4. Cantidad (mg) de MA esperado.

acido esperado =  peso de lamuestra x (% de acido esperado)
100

e Porcentaje (w/w) de MA calculado: (Ecuacién 2)

e Ecuacion 5. Porcentaje del MA incorporado:

% acido incorporado =  peso del acido calculado x 100
peso del acido esperado

DATOS:
nano/ MA? S.T.en MA en KOH muestra MA MA
microgel (%) la rx la rx (mL) (mg) calculado esperado
)] )] (mg) (mg)
AIBA 10 0.5738 0.0263 0.03 10.2 0.22 0.46
AIBA 20 0.5949 0.0547 0.04 13.4 0.29 1.23
APS 10 0.56649 0.0309 0.05 134 0.36 0.73

% (en base a los moles de NIPAAmM), se empled KOH 0.0848 N como titulante.
rX= reaccion
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ANEXO 7.7 Caélculos para obtener el % (w/w) del compuesto basico (DMAEM) y
del iniciador AIBA, incorporado en los nano/microgeles.

e Ecuacion 6. Peso del iniciador AIBA ajustado:

Peso AIBA ajustado = [PMaea - PMy2] X cantidad de AIBA pesada
I:)I\/IAIBA

e Ecuacion 7. Peso de los reactivos ajustado:

Cantidad de reactivos (S.T.) ajustada = a — [b — C]

a = cantidad soélidos totales pesados
b = cantidad de AIBA pesado
¢ = Peso del AIBA ajustado

e Ecuacion 8. Porcentaje del AIBA esperado:

% AIBA esperado =  Peso del AIBA ajustado x 100
cantidad de reactivos (S.T.) ajustada

e Ecuacion 9. Cantidad de AIBA obtenido por medio de la titulacion

AIBA calculado (mg)=axbxc a= PM AIBA (agical (121.595 g/mol)
b= concentracion del titulante
c= mL gastado del titulante
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Ecuacion 10. Porcentaje (w/w) de AIBA:

% (w/w) AIBA calculada = AIBA calculado x 100
peso de la muestra

Ecuacién 11. Cantidad (mg) de AIBA calculado? obtenido por medio de la
titulacion (para las muestras con DMAEM)

%.w de AIBA calculada
% AIBA calculada® = X peso de la muestra
100

Ecuacion 12. Cantidad (mg) de DMAEM calculado
DMAEM calculado =a—-Db
a = AIBA calculado
b = AIBA calculado®

Ecuacion 13. Porcentaje de DMAEM esperado

% (w/w) DMAEM esperado = cantidad de DMAEM pesado x 100
cantidad sélidos totales ajustados

Ecuacion 14. Porcentaje de DMAEM calculado

% (w/w) DMAEM calculada = cantidad DMAEM calculado x 100
peso de la muestra
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e Ecuacion 15. Cantidad (mg) DMAEM esperado

DMAEM esperado = % w DMAEM esperado x 100
peso de la muestra

e Ecuacion 16. Porcentaje del DMAEM incorporado:

% DMAEM incorporado = DMAEM calculado x 100
DMAEM esperado

DATOS:
DMAEM® AIBA S.T.en AIBA S.T. AIBA
(%) en la rx la rx ajustado ajustado esperado
(9) 9) Q) (9) (%)
0 0.0167 0.5331 0.0149 0.5313 2.82
5 0.0179 0.5757 0.0160 0.5738 2.79
15 0.017 0.6362 0.0152 0.6344 2.40
20 0.0169 0.6337 0.0151 0.6319 2.39
DATOS (continuacion):
DMAEM?  HCI AIBA muestra DMAEM DMAEM DMAEM
(%) (mL) calculado  (mg) enlarx esperado calculado
(mg) (mg) (mg) (mg)
(Ec.12)
0 0.08 1.024 20.2 0 0 N/A
DMAEM AIBA
+ AIBA calculado?
calculado (mg)
(mg)
5 0.09 1.15 14.4 0.73 26.2 0.65 0.42
15 0.18 2.30 15.1 0.76 79.4 1.89 1.54
20 0.2 2.56 14.3 0.73 97.2 2.20 1.83

% (en base a los moles de NIPAAmM)
rx = reaccion; Ec. = ecuacion
Nota: nano/microgeles NIPAAM/PEGMA 50, DVA 2.5%, AIBA 2.0%
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ANEXO 7.8 Bacitracina marcada con FITC.

H%H

s ©” "OH O™ *NH R1—N-C—N-R,

~ O .‘\\\
P HN \© * '
O tiourea
// O O
© NH HN

H
- O)V:Nm V
HO. , O /X
N
1

© O - \_NH
Q o) BAC-FITC
O
\3\0

O

R1 (bacitracina)
1,422.69 g/mol 1,812.07 g/mol

R2 (FITC) 40.0 mg
389.382 g/mol 2.813x10" moles
4.0 mg

1.028x10" moles

BAC-FITC
30.7 mg
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ANEXO 7.9 Curva de calibracion de la BAC-FITC. (fluorometro)

Curva de calibracién de la bacitracina marcada con FITC.

Conc. del blanco (UaF)

—&— sol.blanco 4
—e— sol.blanco 3
—*— sol.blanco 2

0 10 20 30 40 50

Conc. del blanco (mcg/mL)
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ANEXO 7.10 Curva estandar a pH7.4 para las liberaciones con vitamina B12.

Concentracion
mg/mL

0.001
0.002
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0.008
0.01
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0.600
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0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
concentracion mg/mL

ANEXO 7.11 Curva estandar a pH5.0 para las liberaciones con vitamina B12.

Concentraciéon
mg/mL

0.001
0.002
0.004
0.006
0.008
0.01
0.012
0.014
0.016
0.018
0.02
0.04
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0.013
0.027
0.061
0.090
0.116
0.141
0.171
0.193
0.218
0.273
0.269
0.504

0.600
0.500
0.400
w
m 0.300
=L
0.200
0.100

0.000

Curva estandar (pH5.0)

y=12.712x+0.0131
R?=0.9921

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
concentracionmg/mL
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ANEXO 7.12 Curva estandar para cuantificar el cargado con vitamina B12
(DMA:agua 1:1)

Concentracion  ABS Curva estandar en DMA:H20
mg/mL Prom.
0.300
0.002 0.039
0.003 0.064 0.250
0.004 0.078
0.005 0.100 0.200
0.006 0.117 @ 150
0.007 0.134 <
0.008 0.156 0.100 y=17.929x+ 0.0084
0.009 0.174 R =0.9976
0.01 0.187 0.050
0.011 0.206
0.000

0.012 0.222

0.013 0.237 0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.014

concentracionmg/mL

ANEXO 7.13 Formula del % de cargado y de eficiencia

Porcentaje de Carga

% Carga = W g de vit B12 x 100
W g de los nanogeles cargados

% Carga = 0.039 x 100 (ejemplo)
1.6
Eficiencia
% Eficiencia’ = _(carga) (W ., nanogeles cargados) x 100

W g del farmaco adicionado

% Eficiencia' = _(0.025) (44.8)  x100= 13.49 % (ejemplo)
8.3

% Eficiencia’ = __(mg de VitB12 liberada) X 100 =
(W g nanogeles cargados — mg de VitB12 liberada)
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ANEXO 7.14 Andlisis para cuantificar la liberacion de la vitamina B12.

Nanogeles DVA/IDMAEM pH 7.4 a 37°C

Tiempo | ABS Conc. | W(mg) | W(mg) | W(mg) | Fracc.
(h) mg/mL (ImL) | (100mL) | extraido | libre
alicuota | medio
Lectura | X= ABS- (x*1) (x*1*100) (x*1*100) | Wextraido/
b/m +3 (x*1) | Vit B12
cargado
1.5 0.002 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
2.5 0.014 0.0001 0.0001 0.0102 0.0102 0.0394
3.5 0.018 0.0004 0.0004 0.0415 0.0416 0.1611
4.5 0.017 0.0003 0.0003 0.0337 0.0341 | 0.1320*
55 0.024 0.0009 0.0009 0.0885 0.0889 0.3439
12.5 0.029 0.0013 0.0013 0.1277 0.1286 0.4976
18.5 0.035 0.0017 0.0017 0.1747 0.1760 0.6811
21.5 0.036 0.0018 0.0018 0.1825 0.1843 0.7132
24.25 0.037 0.0019 0.0019 0.1904 0.1922 0.7438
37.5 0.043 0.0024 0.0024 0.2374 0.2393 0.9260
44 0.043 0.0024 0.0024 0.2374 0.2398 0.9279

NOTA: (*) eliminado en la gréfica.

ANEXO 7.15 Analisis para cuantificar la liberacion de la vitamina B12.

Nanogeles DVA/DMAEM pH 7.4 a 42°C

Tiempo ABS Conc. | W(mg) | W(mg) | W (mg) | Fracc.
(h) mg/mL | (ImL) | (100mL) | extraido | libre
alicuota | medio
Lectura X=ABS- (x*1) (x*1*100) (x*1*100) | Wextraido/
b/m +3 (x*1) | Vit.B12
cargado
1.5 0.011 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
2.5 0.018 0.0004 0.0004 0.0415 0.0415 0.3141
3.5 0.021 0.0007 0.0007 0.0650 0.0654 0.4950
4.5 0.021 0.0007 0.0007 0.0650 0.0657 0.4968
5.5 0.024 0.0009 0.0009 0.0885 0.0892 0.6746
10.5 0.026 0.0010 0.0010 0.1042 0.1051 0.7949
25 0.031 0.0014 0.0014 0.1434 0.1444 | 1.0924 *
32 0.027 0.0011 0.0011 0.1120 0.1135 | 0.8583*
44 0.026 0.0010 0.0010 0.1042 0.1053 0.7967
55 0.024 0.0009 0.0009 0.0885 0.0896 | 0.6776*

NOTA: (*) eliminado en la gréfica.
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ANEXO 7.16 Andlisis para cuantificar la liberacion de la vitamina B12.

Nanogeles DVA/IDMAEM pH 5.0 a 37°C

Tiempo ABS Conc. | W(mg) | W(mg) | W (mg) | Fracc.
(h) mg/mL | (ImL) | (100mL) | extraido | libre
alicuota | medio
Lectura X=ABS- (x*1) (x*1*100) (x*1*100) | Wextraido/
b/m +Z(x*1) | Vit B12
cargado
2.5 0.013 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
3.5 0.016 0.0002 0.0002 0.0228 0.0228 0.2099
4.5 0.018 0.0004 0.0004 0.0385 0.0388 0.3570
55 0.018 0.0004 0.0004 0.0385 0.0389 0.3584
7.5 0.023 0.0008 0.0008 0.0779 0.0783 0.7206
19.5 0.027 0.0011 0.0011 0.1093 0.1101 1.014*
23.5 0.024 0.0009 0.0009 0.0857 0.0868 0.7996
29.5 0.026 0.0010 0.0010 0.1015 0.1023 | 0.9423*
42.75 0.025 0.0009 0.0009 0.0936 0.0946 0.8713
47 0.024 0.0009 0.0009 0.0857 0.0867 | 0.7981*

NOTA: (*) eliminado en la grafica.

ANEXO 7.17 Analisis para cuantificar la liberacion de la vitamina B12.

Nanogeles DVA/DMAEM pH 5.0 a 42°C

Tiempo ABS Conc. | W(mg) | W(mg) | W (mg) | Fracc.
(h) mg/mL | (ImL) | (100mL) | extraido | libre
alicuota | medio

Lectura X=ABS- (x*1) (x*1*100) (x*1*100) | Wextraido/

b/m + 2 (x*1) Vit. B12

cargado
1.5 0.009 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
2.5 0.014 0.0001 0.0001 0.0071 0.0071 0.0402
3.5 0.014 0.0001 0.0001 0.0071 0.0072 0.0406
4.5 0.016 0.0002 0.0002 0.0228 0.0229 0.1300
5.5 0.018 0.0004 0.0004 0.0385 0.0388 0.2203
19 0.026 0.0010 0.0010 0.1015 0.1019 0.5788
32 0.026 0.0010 0.0010 0.1015 0.1025 0.5824
44 0.024 0.0009 0.0009 0.0857 0.0868 | 0.4930*
55 0.033 0.0016 0.0016 0.1565 0.1574 0.8943

NOTA: (*) eliminado en la gréfica.




Anexos

ANEXO 7.18 Espectro de FT-IR de los nano/microgeles

Modificaciones:
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NOTA: La sintesis de estos nano/microgeles se llevdo a cabo a partir de:
NIPAAM/PEGMA,.50/DVA 2.5% con las modificaciones mencionadas arriba. Las sefiales
mas importantes estan a 1640 cm-1 (para la amida de la NIPAAm) y a 1715 se encuentra
el éster (DMAEM)
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